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Resumen 
Se estableció la capacidad biopreservante de propóleos en chorizos y se comparó con el 
nitrito de sodio. Se tomaron muestras de propóleos y se realizó la extracción con alcohol 
etanólico al 96%. Se buscó la concentración mínima inhibitoria del extracto etanólico de 
propóleos (EEP) utilizando la técnica de difusión en placa, se comparó la acción de tres 
concentraciones diferentes (0.8, 1.2 y 1.6 mg/ml), no se observaron diferencias 
significativas (p>0.05), por lo tanto se utilizó la menor concentración. Se aplicaron tres 
tratamientos de conservación a tres lotes de chorizos; EEP 0.8mg/mL, 0.2 g/Kg de nitrito 
de sodio y 0.5 g/Kg de eritorbato de sodio, alcohol etanólico al 96% como control. Se 
realizaron análisis microbiológicos, fisicoquímicos y sensoriales cada ocho días durante 4 
semanas. Los dos conservantes mostraron efecto similar sobre las bacterias mesófilas, 
psicrófilas, coliformes totales y fecales (p>0.05). Para los análisis de pH y bases volátiles 
nitrogenadas (BVT-N), no se encontraron diferencias significativas entre los tres 
tratamientos (p>0.05). Se observaron diferencias significativas (p<0.05) en los valores de 
ácido tiobarbitúrico (TBA). El análisis sensorial no presentó diferencias  significativas 
(p>0.05). Los propóleos presentan actividad similar a los nitritos, controlando el 
desarrollo de microorganismos dentro de la matriz cárnica, muestran capacidad 
antioxidante y control de producción de BVT-N, finalmente la aceptación del producto por 
los panelistas sugiere que es posible su aplicación en productos comerciales. 
Palabras clave: Propóleos, nitrito, biopreservante, inhibición, bacteriostática, 
sensorial 
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Abstract 
The biopreservative capacity was established and was compared with sodium nitrite in 
sausages. Samples of propolis were taken, and then they were extracted with ethanolic 
alcohol 96%. The minimum inhibitory concentration of the ethanolic extract of propolis 
(EEP) was found using the agar diffusion method. Three treatments were applied to the 
sausages EEP 0.8mg/mL, 0.2 g/Kg of sodium nitrite and 0.5 g/Kg of sodium erythorbate, 
and ethanolic alcohol 96% as control. Microbiological, physicochemical and sensorial 
tests were made each eight days during 4 weeks. The two preservatives showed similar 
effect on the analyzed bacteria (p>0.05). Non significant differences were observed in pH 
and volatile bases nitrogen (TVB-N) values (p>0.05). Significant differences were 
observed in thiobarbituric acid (TBA) values. Non significant differences (p>0.05) were 
observed in the sensory analysis. Propolis presents a similar activity as nitrite, controls 
the growth of microorganisms, shows an antioxidant capacity and controls the TVB-N 
production, and was accepted by the panelists, therefore is possible its application in 
commercial products. 
 
Keywords: Propolis, nitrite, biopreservative, inhibition, bacteriostatic, sensorial
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 Introducción 
Todos los alimentos están  expuestos a la contaminación microbiana  presente 
normalmente en el ambiente y debido al carácter orgánico son sometidos a degradación 
si las condiciones ambientales se prestan para esto. Según la actividad de agua, forma 
de almacenamiento y procesamiento son más susceptibles a la acción de los 
microorganismos. Desde hace mucho tiempo se utilizan diferentes mecanismos para 
conservar los alimentos, desde aditivos como la sal, los nitratos y nitritos hasta el uso de 
tratamientos térmicos a altas temperaturas y conservación a bajas temperaturas. 
Igualmente  han sido desarrollados nuevos tratamientos utilizando diferentes sustancias 
protectoras para los alimentos como bacteriocinas producidas por microorganismos 
(Ammor, Tauveron, Dufour, & Chevallier, 2006), extractos de plantas (Serra et al., 2008), 
quitosano (Dutta, Tripathi, Mehrotra, & Dutta, 2009), aceites esenciales (Bakkali, 
Averbeck, Averbeck, & Idaomar, 2008) y propóleos (Tosi, Ré, Ortega, & Cazzoli, 2007). 
El nitrito es un conservante ampliamente utilizado en la industria cárnica, inhibe el 
crecimiento de Clostridium botulinum bacteria Gram positiva  productora de la toxina 
botulínica, que se caracteriza por causar parálisis flácida y muerte. Además el nitrito 
actúa como antioxidante, agente reductor o nitrosilante y se puede convertir en diferentes 
compuestos como ácido nitroso, óxido nítrico (Pegg & Shahidi, 2004) y nitrato (Honikel, 
2008), el sabor típico a curado puede ser debido a que el nitrito evita la oxidación de 
lípidos  (Sebranek & Bacus, 2007). 
Desde 1960 se determinó que los nitratos estaban relacionados con la presencia  de N-
nitrosaminas y se empezó a limitar su uso en las carnes curadas por lo que actualmente 
se permiten niveles controlados de nitrito, desde 1956 se reportó que las N-nitrosaminas 
son precursores de cáncer cuando se consumen junto con la dieta diaria (Magee & 
Barnes, 1956). En la actualidad  han sido realizados estudios para reconocer la actividad 
de estos compuestos dentro del organismo y establecer  la relación con el cáncer 
gástrico principalmente (Sebranek & Bacus, 2007). 
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Los nitritos reaccionan con las aminas biógenas presentes en el cuerpo y en los tejidos 
de la carne dando lugar a las N-nitrosaminas, las aminas biógenas son obtenidas a partir 
de la descarboxilación de ciertos aminoácidos, esto ocurre naturalmente debido a la 
enzima descarboxilasa presente en el tejido o por la acción de ciertas bacterias que 
contaminan las carnes curadas durante el proceso de fabricación o almacenamiento 
(Drabik-Markiewicz et al., 2011).  
La búsqueda de características lo más parecidas a las de los alimentos curados 
tradicionales ha llevado a desarrollar nuevos productos no curados que en la actualidad 
incluyen tocineta, jamón, diferentes clases de salchichas, chorizos, mortadela y salami 
que presentan color y apariencia de curados. Se han encontrado en ellos diferentes 
ingredientes como sal marina, jugo de caña evaporado, azúcar, cultivos acido lácticos, 
especias y sabores naturales y jugo de apio concentrado.  
La utilización de fuentes naturales de nitratos es una alternativa para asegurar que el 
nitrito residual sea muy bajo pero que se puedan llevar a cabo algunas reacciones sin 
adicionar sales de nitrato como ingrediente preservante en la preparación y este sea 
reemplazado por otros compuestos protectores. Las bacterias fijadoras de nitratos son 
capaces de utilizar estas pequeñas cantidades de nitrato y participar en los procesos de 
fermentación ya que poseen la enzima nitrato reductasa. Su acción es a temperaturas de 
15-20oC incluso a 30oC por eso son una alternativa en la fermentación a 38-42oC con el 
fin de disminuir la cantidad de nitritos en los productos. Estas bacterias son reconocidas 
como ingredientes GRAS y comercializadas. 
En un estudio realizado por (Sindelar, Cordray, Sebranek, Love, & Ahn, 2007) en 
salchichas, se probó la acción de cultivos iniciadores con dos concentraciones de jugo de 
apio en polvo a 38oC durante 30 y 120 minutos y se comparó con salchichas producidas 
con nitrato de sodio. Se encontró que en cortos periodos de incubación el color es un 
poco más pálido que las de nitrato, sin embargo después de algunos días esta diferencia 
no creció significativamente, además se observó que las concentraciones de nitrito a lo 
largo del tiempo de fermentación incrementa drásticamente. No se observaron 
diferencias en la oxidación de lípidos y algunas propiedades sensoriales cambiaron así 
como otras se conservaron. 
El tiempo de vida útil de los productos que solo cuentan con fuentes de nitrato natural es 
más corto que la de los curados, debido a que además de retirar estas sales de nitrato se 
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evitan también otros preservantes como fosfatos, lactato, aceleradores del curado y 
antioxidantes, por lo tanto,  se pueden incluir en las preparaciones vinagre, jugo de limón 
y cereza en polvo que actúan como agentes colaboradores en el proceso de curado, 
estos ácidos reducen el pH y aceleran los procesos nitrificantes, además el polvo de 
cereza es rico en ácido ascórbico que tiene una gran actividad reductora sobre el nitrito y 
permite una buena coloración luego de cierto tiempo de almacenamiento. 
El romero puede cumplir con funciones antioxidantes de los lípidos aunque no participa 
en el proceso de curado. Se pueden encontrar ingredientes naturales que tienen la 
capacidad de incorporar nitritos al alimento ya que forman parte de su composición, esto 
significa que se evita el proceso de nitrificación, sin embargo estos ingredientes deben 
venir en mayor cantidad ya que su aporte es muy bajo (Sebranek & Bacus, 2007). 
Otra alternativa ha sido el desarrollo de biopreservantes obtenidos de la naturaleza, 
como es el caso de los propóleos que son ampliamente reconocidos por su actividad 
antimicrobiana. Han sido propuestos como preservantes en diferentes productos 
alimenticios gracias a sus características convenientes para la tecnología de alimentos, 
por ejemplo en productos cárnicos y como germicida e insecticida en empaques de 
alimentos. En 1979 ya se reportó su capacidad de extender de 2 a 3 veces la vida útil de 
pescados (Tosi, et al., 2007). 
(Garedew, Schmolz, & Lamprecht, 2004) al evaluar el tipo de extracción y lugar de origen 
de los propóleos como fuente de variación en la efectividad de la inhibición, asegura que 
a pesar de que los propóleos muestran diferencia en su composición de acuerdo al lugar 
de origen, todos presentan una actividad antifúngica y antibacteriana considerable. En 
este estudio se probaron las bacterias Gram positivas Bacillus subtilis, Micrococcus 
luteus, Bacillus megaterium y Bacillus brevis y todas mostraron una alta sensibilidad a 
bajas concentraciones de propóleos. Las bacterias Gram negativas utilizadas fueron 
E.coli que mostró muy poca, casi nula sensibilidad y Pseudomonas syringae, que mostró 
un comportamiento similar al de las bacterias Gram positivas. La explicación para esto 
según Garedew et al. (2004) es que posiblemente la membrana externa de las bacterias 
gran negativas imposibilita o retarda la penetración de los propóleos sobre todo en bajas 
concentraciones o que presenta factores de resistencia multidroga que evitan la acción 
de toxinas anfipáticas. Los hongos filamentosos analizados fueron Aspergillus niger, 
Penicillium chrysogenum y Trichoderma viride, los cuales mostraron en general muy poca 
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sensibilidad. La levadura fue Saccharomyces cerevisiae que presentó un nivel e 
inhibición intermedio entre las bacterias muy sensibles y los hongos muy poco sensibles. 
Los propóleos obtenidos por extracción etanólica presentan mayor actividad 
antimicrobiana en comparación con otras técnicas como extracción acuosa y de volátiles 
esto es debido a que es el tipo de extracción que más conserva los componentes activos, 
los que quedan en el agua y los volatilizables. 
Los mecanismos de acción de los propóleos dependen principalmente de los flavonoides 
que actúan en los sistemas animales de la siguiente manera: se unen por afinidad a 
polímeros biológicos, se unen a metales pesados, catalizan fenómenos de transporte de 
electrones y son hábiles para encontrar radicales libres. Los flavonoides son capaces de 
inhibir algunas enzimas como las hidrolasas y la fosfatasa alcalina. En bacterias como los 
estreptococos han mostrado ser capaces de inhibir la glicosiltransferasa, así como la 
actividad de la mieloperoxidasa en las inflamaciones, la ornitina descarboxilasa, la 
lipooxigenasa, la tirosina proteína kinasa y el metabolismo del ácido araquidonico. 
En este estudio se realizó el extracto etanólico de propóleos y se analizó su capacidad 
antimicrobiana in vitro frente a E. coli, Salmonella sp., S. aureus y Clostridium sp. con el 
fin de encontrar la concentración apropiada para utilizar en la producción de chorizos. 
Una vez determinada esta concentración se aplicó como preservante en la elaboración 
de chorizos, con el fin de determinar su capacidad antimicrobiana y antioxidante y 
comparar los chorizos con los preparados con nitrito de sodio. 
Este documento consta de tres capítulos a manera de artículo científico para publicación 
y se presenta de la siguiente manera: Capitulo 1: Review - Biomoléculas obtenidas de 
productos naturales utilizadas como biopreservantes en alimentos; Capitulo 2: Evaluación  
microbiológica y sensorial de chorizos utilizando biomoleculas obtenidas de  propóleos 
como preservante; Capitulo 3: Características fisicoquímicas y sensoriales de chorizos 
elaborados con propóleos como conservante. 
 Capítulo 1: Biomoléculas obtenidas de 
productos naturales utilizadas como 
biopreservantes en alimentos 
1.1 Resumen 
La actual revisión presenta un enfoque sobre los principales aditivos naturales 
propuestos como biopreservantes presentando una alternativa para la conservación de 
alimentos, evitando la utilización de sustancias químicas. Entre los más estudiados se 
pueden encontrar los aceites esenciales que se obtienen a partir de plantas, el quitosano 
que es un derivado de la quitina de crustáceos, las bacteriocinas que son metabolitos 
secundarios producidos por bacterias acidolacticas que comúnmente se han utilizado en 
la industria alimentaria sobre todo en lácteos y los propóleos que son materiales 
resinosos elaborados por las abejas melíferas a partir de las resinas obtenidas de los 
árboles. 
Palabras clave: Biopreservantes, quitosano, bacteriocinas, aceites esenciales, 
propóleos 
 
1.2 Abstract 
The current review presents the natural additives proposed as a biopreservatives as an 
alternative to the food preservation, avoiding the use of chemicals. Among the 
most studied natural additives are the essential oils obtained from plants, chitosan that is 
a derivative of chitin of shellfish and bacteriocins which are secondary metabolites 
produced by lactic acid bacteria commonly used in the food industry specially in milk and 
propolis that are resin materials produced by honeybees from resins obtained from trees. 
Key words: Biopreservatives, chitosan, bacteriocins, essential oils, propolis 
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1.3 Introducción 
Los alimentos son susceptibles a la degradación por microorganismos, lo que puede 
generar riesgos de salud para los consumidores debido a infecciones e intoxicaciones 
por la presencia de bacterias y sus metabolitos en los alimentos. En este sentido, han 
sido desarrollados diferentes mecanismos de preservación, utilizando como herramientas 
factores conocidos como potenciales destructores de microorganismos como los 
tratamientos térmicos o la utilización de sustancias químicas que evitan la proliferación. 
Estos mecanismos han sido perfeccionados con el fin de alargar la vida útil de los 
alimentos empacados y comercializados. Actualmente existe preocupación por el 
consumo de aditivos por las evidencias de generación de cáncer1,2,3 y otras implicaciones 
debido al consumo excesivo, por lo tanto ha crecido la tendencia a reemplazar los 
aditivos químicos o simplemente que busca encontrar una oferta de alimentos más 
naturales. Debido a esta preocupación han sido desarrolladas diferentes estrategias de 
conservación de alimentos, como los biopreservantes, que son sustancias o 
biomoleculas obtenidas de diferentes fuentes naturales que brindan protección a los 
alimentos frente a la contaminación por microorganismos y conservan las características 
típicas de los productos. 
 
1.3.1 Microorganismos asociados a los alimentos 
Algunos microorganismos que representan peligro para la salud de los consumidores y 
que se relacionan directamente con las ETAs (Enfermedades Transmisibles por los 
Alimentos) son blanco de muchos estudios en busca de control: Escherichia coli es un 
bacilo Gram negativo (G-), causante de diarrea y diversas complicaciones incluso la 
muerte, estos síntomas están relacionados con las diferentes variedades productoras de 
toxinas, E. coli está asociada al consumo de carnes mal cocidas, incluso de leche 
contaminada4,5. Clostridium botulinum bacteria Gram positiva (G+) productora de la 
neurotoxina botulínica, que produce el botulismo, es caracterizado por causar parálisis 
flácida y muerte. La toxina entra al torrente sanguíneo y es transportada a las uniones 
neuromusculares de las neuronas motoras6. La parálisis involucra ojos, cara, faringe, 
tórax y extremidades. Cuando la toxina es ingerida en alimentos contaminados se 
 7 
 
 
presentan nauseas, dolor abdominal, vómito y diarrea, con el tiempo se presenta asfixia7. 
Staphylococcus aureus un coco G+ es una de las principales causas de envenenamiento 
por alimentos, es capaz de producir enterotoxinas que causan síntomas 
gastrointestinales como vómito y diarrea, se puede encontrar en productos vegetales 
procesados, pollo, carne y  derivados, leche y pescados8.  
 
Listeria monocytogenes es una bacteria patógena G+ que puede producir septicemia y 
meningitis, las cepas virulentas pueden invadir el epitelio gastrointestinal, incluso en el 
caso de mujeres embarazadas llegar al cerebro del feto. L. monocytogenes está 
relacionada con diversos alimentos como pescados, carnes y vegetales sobre todo en los 
que vienen listos para consumir sin necesidad de someter a tratamientos térmicos9, 
además de producir síntomas gastrointestinales puede producir aborto, meningitis y 
finalmente la muerte 
1.3.2 Aceites esenciales 
Los aceites esenciales son sustancias liberadas por las plantas para protegerse de 
microorganismos, insectos y herbívoros, son muy utilizados en la industria farmacéutica y 
en alimentos. Están en cualquier parte de la planta y se conocen al menos 3000 aceites 
diferentes. Tienen entre 20 y 60 componentes a diferentes concentraciones y cada planta 
tiene dos o tres principales que determinan las propiedades biológicas, básicamente 
están compuestos por terpenos y terpenoides (casi el 90%) y por constituyentes 
aromáticos y alifáticos10. Los compuestos aromáticos son menos frecuentes que los 
terpenos. Los componentes nitrogenados o sulfurados son considerados como 
metabolitos secundarios.  
1.3.3 Mecanismo de acción  
El efecto sobre las células es directamente en la membrana plasmática, la atraviesan 
gracias al carácter lipofílico, atacan las diferentes capas de polisacáridos, ácidos grasos y 
fosfolípidos volviéndola permeable, también son capaces de coagular el citoplasma dañar 
los lípidos y las proteínas, finalmente se genera la lisis de las células10. 
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1.3.4 Actividad antimicrobiana 
Diversas investigaciones muestran la utilización de aceites esenciales en la conservación 
de alimentos. En este sentido diversos autores muestran resultados frente al control de 
microorganismos. En un estudio 11 utilizando películas comestibles de puré de manzana 
con alginato y adicionadas con diferentes aceites esenciales de orégano, limonaria y 
canela y sus compuestos más importantes como el carvacrol, citral, y cinamaldehido 
respectivamente. Demuestran como la Escherichia coli presenta sensibilidad frente a 
todos los compuestos, a diferentes niveles. En otro estudio 12 es presentado  el efecto de 
29 especies de plantas medicinales brasileras sobre 13 serotipos diferentes de E. coli y 
reportado que 17 de ellas son efectivas, en especial Aloysia triphylla (cidrón), 
Cymbopogon martinii (limonaria) y C. winterianus. C. martinii con amplio espectro de 
inhibición inhibió 3 serotipos enterotoxigénicos, dos enteropatogénicos, tres 
enteroinvasivos y uno productor de shiga-toxina. Además otro autor12 determino el 
análisis químico del aceite esencial de Cymbopogon martinii encontrando que los 
principales componentes antimicrobianos son trans-geraniol, geranil acetato y trans-
cariofileno. Con dos serotipos de E. coli el geraniol mostró gran actividad inhibitoria, así 
que puede ser el responsable del efecto antimicrobiano del aceite. 
 
Otros autores estudiaron13  las propiedades antimicrobianas de 10 plantas utilizadas 
comúnmente  en la preparación de alimentos contra E. coli, S. aureus, Bacillus subtillis y 
Saccharomyces cerevisiae, su composición química y sus mecanismos de acción. Se 
encontró que el orégano (Origanum vulgare) es el más efectivo sobre todo con S. aureus, 
B. subtilis y S. cerevisiae. La albahaca (Ocimum basilicum) y la bergamota (Citrus 
bergamia) presentaron un efecto menor sobre las dos bacterias G+. E. coli fue 
susceptible solamente y en muy baja proporción al orégano y la albahaca. Las bacterias 
G+ son más sensibles, la resistencia de las G- puede deberse a la presencia de la 
membrana externa de lipopoliscaridos la cual restringe la difusión de compuestos 
hidrofóbicos hacia el interior de la célula bacteriana. Fueron utilizados  cultivos en fase 
logarítmica, ya que en ese momento las células son más sensibles debido al cambio 
estructural en la pared celular para llegar a la fase estacionaria en la que son más 
resistentes debido a los numerosos enlaces químicos del peptidoglicano. Los 
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componentes principales encontrados fueron el carvacrol en el orégano, eugenol en la 
albahaca, D-limoneno en la bergamota y 2-pentanoilfurano en la perilla. 
 
En este sentido otros autores14 han descrito  el perfil químico de 7 especies de ajenjo 
(Artemisia spp.) provenientes de Canadá, así como la actividad antioxidante y 
antimicrobiana frente a Candida albicans, Cryptococcus neoformans, Aspergillus niger, 
Trichophyton rubrum, Microsporum canis, Microsporum gypseum, Fonsecaea pedrosoi, 
E. coli, Staphylococcus epidermidis, S. aureus. Los resultados muestran que todos los 
microorganismos analizados son sensibles a los aceites en general, sin embargo E. coli y 
Candida albicans fueron muy poco susceptibles. La especie más activa fue A. biennis 
que inhibió a Cryptococcus neoformans, Fonsecaea pedrosoi y Aspergillus niger.  A. 
absinthium fue la especie más efectiva sobre Staphylococcus spp. En general el aceite 
extraído de la Artemisia es rico en compuestos no fenólicos por lo que no tiene gran 
capacidad antioxidante, pero sigue siendo una buena alternativa de conservación por su 
actividad sobre todo antimicótica. 
 
 
En lo referente a la utilización en diversas matrices alimentarias (lechuga, carne y 
leche)15 fue evaluada  la actividad antimicrobiana del toronjil (Melissa officinalis), la 
mejorana (Origanum majorana) el orégano y el tomillo (Thymus spp.) contra Listeria spp., 
Enterobacter spp., Lactobacillus spp. y Pseudomonas spp. La actividad fue más eficaz en 
la lechuga que en la prueba in vitro debido a las bajas concentraciones de grasa. El 
toronjil y el tomillo presentaron mayor actividad en el extracto de carne que en el medio 
de cultivo a pesar de que la proteína del medio promueve el crecimiento de 
microorganismo, esto es debido a las peptonas con propiedades hidrofóbicas que 
pueden presentar interacciones con los aceites volviéndolos más solubles. El orégano y 
el tomillo que contienen compuestos fenólicos como el euglenol, acido cinnamico, 
carvacrol y timol son los más efectivos frente a P. aeruginosa y L. monocytogenes en los 
tres modelos de alimentos. La mejorana presentó actividad considerable frente a 
bacterias G-,  esto es debido a la presencia de grupos hidroxilo en algunos compuestos 
presentes en los aceites. P. fluorescens, P. putida y E. cloacae presentaron mayor 
resistencia que Listeria spp. Fue   observado un efecto aditivo en la actividad 
antimicrobiana. El azúcar y el pH influyen en la actividad del orégano y el tomillo e 
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incrementa a medida que el pH disminuye ya que la hidrofobicidad de los aceites 
aumenta lo que hace más fácil la disolución de los lípidos de la membrana bacteriana. El 
azúcar aumenta la actividad por lo tanto esta podría ser una alternativa de conservación 
aplicable a productos con concentraciones altas de azúcares simples. 
1.3.5 Quitosano 
El quitosano es un polisacárido lineal derivado de la quitina de los exoesqueletos de los 
crustáceos. Es no tóxico, es biodegradable, biofuncional, citotóxico y antimicrobiano. Es  
utilizado como componente de biopelículas y en muchos casos junto con otros 
compuestos como almidón o acompañado de vitaminas o minerales, incluso con 
saborizantes y colorantes para empacar y proteger alimentos con el fin de mejorar la vida 
útil y  la calidad de los productos.  
1.3.6 Mecanismo de acción  
Posiblemente el grupo amino cargado positivamente interacciona con las membranas 
celulares de las bacterias cargadas negativamente debilitándolas, en bajas 
concentraciones de quitosano es observada la unión a la superficie externa de las 
bacterias causando aglutinación y con altas concentraciones le confiere cargas positivas 
a las superficies de las células dejándolas sin carga lo que las mantiene en suspensión. 
También puede inhibir la producción de toxinas y crecimiento microbiano al quelar ciertos 
metales, además puede unirse al ADN bacteriano o fúngico e interferir en la síntesis de 
RNAm y proteínas. El mecanismo es diferente según sean bacterias G+ o G- y según el 
peso molecular del quitosano. Es capaz de promover la separación de la pared celular y 
la membrana plasmática en E. coli, lo que genera su destrucción. La actividad también se 
ve influenciada por el tipo de quitosano y grado de polimerización, la bacteria blanco, la 
concentración, el pH del medio, los sustratos y las condiciones ambientales16. 
1.3.7 Actividad antimicrobiana 
Diversas investigaciones han demostrado la efectividad antimicrobiana del quitosano. 
Algunos autores 17 utilizando diferentes condiciones de pH, concentración inicial del 
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inoculo y quitosano de alto y bajo peso molecular con ácido acético, algunas películas 
fueron neutralizadas con NaOH y otras fueron autoclavadas y enfrentadas a S. aureus y 
Salmonella spp., el efecto bacteriostático fue observado con mayores concentraciones de 
quitosano. Bajo estas condiciones el S. aureus mostró mayor sensibilidad en fase log 
media y la reducción fue considerablemente mayor que en fase log tardía o en 
estacionaria que no presentaron diferencias entre ellas. Los autores sugieren que esto 
puede ser debido a que en la fase estacionaria las bacterias son más capaces de 
adaptarse a las condiciones de estrés. Salmonella spp. mostró menos sensibilidad 
posiblemente debido a que presenta una interacción entre los ácidos teicoicos presentes 
en la membrana de peptidoglicano de las bacterias G+ con el quitosano. La actividad del 
quitosano depende del ácido acético porque los grupos amino son protonados en medio 
ácido, esto se confirmó con las películas neutralizadas con NaOH ya que en medio 
alcalino el biopolimero no se protona, además pierde la solubilidad en agua, con pH bajo 
se confirmó el aumento de actividad a medida que se acidifica el medio. La esterilización 
mostró una evidente reducción de la capacidad biocida. Las películas de quitosano 
además poseen características de barrera de gases y aromas en condiciones secas, por 
esto y por la actividad antimicrobiana los autores consideran que puede ser una buena 
opción para empaques de alimentos. 
 
En este sentido otros autores 18 encuentran que las biopelículas de quitosano con 
gelatina y aceites esenciales presentan muy buena protección contra microorganismos 
patógenos para alimentos empacados, en este caso pescados. Utilizaron clavo, lavanda, 
tomillo y romero frente a Pseudomonas fluorescens, Shewanella putrefaciens, 
Photobacterium phosphoreum, Listeria innocua, E. coli y L. acidophilus. El clavo presentó 
mayor actividad antimicrobiana, la lavanda solo inhibió las G+ y Pseudomonas spp. y el 
tomillo permitió el crecimiento de E. coli, L. innocua, L. acidophilus y P. fluorescens. Con 
extractos de musculo de pescado solamente el clavo y el tomillo proporcionaron 
inhibición total, el hinojo, el ciprés, la lavanda y el pino no tuvieron ningún efecto. Con la 
película de gelatina y quitosano el pH disminuyó, posiblemente por el remanente de ácido 
acético utilizado como disolvente del quitosano. La película adicionada con clavo inhibió 
todos los microorganismos debido a que los componentes del aceite de clavo son 
hidrofóbicos capaces de afectar los lípidos de la membrana celular y mitocondrial 
volviéndolas más permeables, la principal inhibición se presentó en bacterias productoras 
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de H2O, seguidas por las enterobacterias y finalmente las BAL. Las características de 
cada alimento así como el ambiente influyen en el efecto sobre la microbiota presente, la 
proteína y grasa protegen las bacterias mientras el pH es bajo, la concentración de sal, el 
oxígeno disponible y las temperaturas colaboran con la actividad antimicrobiana. 
 
De otra parte otros autores19 utilizando películas de quitosano en productos cárnicos 
curados empacados al vacío y con adición de ácidos orgánicos frente a Lactobacillus 
sakei y Serratia liquefaciens. Midieron la capacidad de desorción de cada película con 
ácido propiónico, laúrico, cinnamaldehido y  ácido acético. El ácido propiónico tiene una 
difusión más competa en la matriz cárnica, debido a las interacciones electrostáticas 
entre el ácido y las moléculas del polímero de quitosano, osmosis iónica y cambios 
estructurales inducidos en el polímero por los ácidos. La acción del ácido acético es a 
largo plazo ya que se libera progresivamente, el cinnamaldehido aumenta 
considerablemente la capacidad antimicrobiana sin interferir con la liberación de los 
ácidos, por otro lado el ácido laúrico desacelera un poco la liberación y no proporciona 
protección antimicrobiana adicional. Todas las películas inhibieron a L. sakei y S. 
licuefaciens. Las películas con ácido propiónico fueron más efectivas que con ácido 
acético para L. sakei. Lo contrario sucedió para S. licuefaciens  y las enterobacterias. Las 
películas con cinnamaldehido presentaron mayor actividad con S. licuefaciens pero no 
con L. sakei. Por el contario las películas con ácido laúrico no presentaron mayor 
actividad comparadas con las simples con ninguna de las dos bacterias. Las películas 
con ácido acético y la sencilla presentaron actividad antimicrobiana importante frente a 
las enterobacterias en pastrami, en la bolonia presentaron inhibición total. No 
presentaron actividad frente a las BAL en bolonia y en pastrami, es posible que esto se 
deba a su capacidad para tolerar las condiciones ácidas. 
 
Los  oligosacáridos obtenidos a partir del quitosano (quitooligosacáridos COS) son más 
hidrosolubles debido a las cadenas cortas y  grupos amino libres en las unidades y son 
fácilmente absorbidos por el intestino delgado y liberados al torrente sanguíneo. Es 
propuesto20  que el efecto del quitosano sobre bacterias patógenas y contaminantes de 
productos alimenticios depende de las reacciones que puedan existir entre él y 
componentes naturales. Estos autores observaron la relación entre el peso molecular y la 
actividad antimicrobiana en leche y jugo de manzana. Utilizaron quitosano (alto peso 
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molecular) y COS (bajo peso) a diferentes concentraciones y diferentes inoculos 
bacterianos. COS inhibieron a E. coli, con el quitosano necesitó aumentar la 
concentración. El inoculo es un factor importante en la actividad del quitosano y los COS. 
S. aureus, fue inhibido por todos los compuestos. El quitosano de mayor peso molecular 
es más efectivo contra S. aureus, por lo tanto aseguran que la actividad antimicrobiana 
es influenciada por la longitud de cadena del polímero así los de peso molecular mayor 
son más efectivos sobre bacterias G- y los de menor con G+ ya que es más fácil para un 
oligomero penetrar la pared de una bacteria G-. En leche COS inhibió el crecimiento 
microbiano, sin embargo después de 8 horas se desarrolló S. aureus debido a la 
reactividad que presentan con las proteínas de la leche quedando atrapadas por la red 
proteica de la caseína y disminuyendo la actividad antimicrobiana ya que posiblemente 
las cargas negativas de las proteínas y de las membranas celulares compiten por las 
cargas positivas del polímero, los quitosanos presentan un poco de inhibición y de 
acuerdo al peso molecular entre mayor sea este, menos perdida de actividad 
antibacterina se observa. Con jugo de manzana se observó que debido a su pH ácido la 
población inicial de S. aureus tiende a disminuir, con E. coli se necesitan más tiempo. El 
jugo presentó astringencia y disminución de la viscosidad del olor característico con el 
aumento del peso molecular. 
 
Otros autores 21 reportan aumento en la capacidad antimicrobiana de las películas de 
quitosano con aceites esenciales de la canela, comprobando el efecto frente a L. 
monocytogenes, E. coli, Lactobacillus plantarum, L. sakei y Pseudomonas fluorescens. 
En este sentido fue utilizada menor concentración para inhibir a L. sakei que a las demás 
bacterias. En las pruebas de difusión se encontró que las concentraciones mayores a 
0.4% son efectivas sin aumentar el efecto. El control con quitosano sin adición de aceite 
no presentó inhibición ya que aunque tiene capacidad antimicrobiana, es estática en la 
superficie del alimento por la ausencia de agentes migrantes, afectando solo a los 
microorganismos que están en contacto directamente. Las películas adicionadas con 
canela son útiles para cubrir pescado y pollo ya que mostraron estabilidad en condiciones 
húmedas debido a la poca solubilidad en agua gracias a los enlaces de los componentes 
del aceite con el quitosano. 
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Finalmente ha sido  utilizado con frecuencia el quitosano en las carnes con el fin de 
mantener el color y evitar el crecimiento de bacterias patógenas. Utilizando  diferentes 
concentraciones de quitosano22 en películas de polietileno de baja densidad (LDPE) para 
crear películas activas en tajadas de carne roja, fue evaluada la actividad antimicrobiana 
frente a L. monocytogenes, E. coli y Salmonella enteritidis. La inhibición aumenta con la 
concentración de quitosano, y el tiempo en lograrlo disminuye. Ciertas concentraciones 
con  actividad antimicrobiana inicial es perdida después de 12 horas. Todas las bacterias 
presentaron recuentos con la menor concentración por lo que los autores argumentan al 
parecer el quitosano se une a la superficie de las paredes celulares impidiendo la entrada 
de nutrientes disminuyendo la permeabilidad. Fue Se encontrado también que el 
quitosano tiene la capacidad de retener el color rojo por ser agente quelante debido a los 
grupos amino e hidroxilo que actúan como donadores de electrones, el hierro promueve 
la oxidación generando radicales libres pero al ser absorbido por el quitosano se 
estabiliza el color. 
1.3.8 Bacteriocinas 
Las bacterias acidolácticas (BAL) son utilizadas en la industria de alimentos como 
cultivos iniciadores en los productos fermentados, son valiosas por los metabolitos que 
liberan al alimento ya que confieren sabores, texturas, valor nutricional y son capaces de 
extender la vida útil de los productos debido a la capacidad de convertir la lactosa en 
ácido láctico. Se sabe que estas bacterias favorecen el proceso de digestión por tanto se 
conocen como cultivos probióticos. Además de la producción de ácido láctico con la 
correspondiente disminución del pH, las BAL pueden producir compuestos 
antimicrobianos como peróxido de hidrógeno (H2O2), dióxido de carbono (CO2), diacetilo 
(2,3-butanediona) y bacteriocinas, estás son péptidos cíclicos sintetizados a nivel 
ribosomal y considerados como GRAS ya que no dañan las células eucarióticas, son 
tolerantes a las temperaturas y al pH y debido a la naturaleza proteica son fáciles de 
digerir por las enzimas presentes en el sistema gastrointestinal23, 24. 
 
 Las bacteriocinas se dividen en dos clases25: Clase I – pequeñas (<5 kDa), 
termoestables y modificadas después de la traducción26. Con dos grupos según su 
estructura, el Ia que tiene péptidos elongados, flexibles y cargados positivamente que 
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abren poros en las membranas de las especies sensibles. Un ejemplo muy conocido es 
la nisina que además también interfiere en la biosíntesis de pared celular. El grupo Ib se 
caracteriza por péptidos globulares, rígidos y cargados negativamente o sin carga, su 
acción inhibitoria consiste en la interferencia de las reacciones enzimáticas en el 
metabolismo de las bacterias sensibles Por ejemplo la mersacidina interfiere con la 
síntesis de pared celular al unirse al lípido II que es el precursor del peptidoglicano.  
 
Clase II – también son pequeñas (<10 kDa), termosestables y no tienen residuos Lan, 
son más difíciles de clasificar porque son muy heterogéneas morfológicamente, así que 
se presentan dos subgrupo principales. IIa que son las similares a pediocina o activas 
contra Listeria27. Las IIb son bacteriocinas compuestas por dos péptidos que actúan 
sinérgicamente y que individualmente no tiene ninguna actividad. 
 
La nisina producida por Lactococcus lactis es utilizada en alimentos, inhibe bacterias G+ 
pero no G- debido a la membrana externa que protege el peptidoglicano y la membrana 
plasmática, esta membrana contiene glicerolfosfolipidos, lipopolisacaridos (LPS) y 
heteropolisacaridos con carácter anionico. Los LPS están unidos a las proteínas de 
membrana por medio del lípido A y por enlaces no covalentes de las moléculas 
adyacentes que poseen cationes divalentes. Algunas investigaciones28 con el fin de 
tornar efectivas las bacteriocinas frente a bacterias G-  han combinado nisina con EDTA 
y lactato de sodio como agentes quelantes, estos quelantes son utilizados con el fin de 
remover los cationes divalentes de la capa de LPS como el Ca2+ y el Mg2+ de la 
membrana externa de las G-, desestabilizando la estructura y alterando la permeabilidad 
por lo tanto las células se vuelven más sensibles a los péptidos hidrofóbicos como las 
bacteriocinas. Esta propuesta utilizó  E. coli no toxigénica y E. coli aislada de 
hamburguesas de carne y como productores de bacteriocinas Lactobacillus curvatus, L. 
lactis y Lactobacillus plantarum (control). Demostraron que las dos bacteriocinas con los 
agentes quelantes lograron la reducción de células bacterianas. Ademas el efecto fue 
dependiente del tiempo de exposición  a los agentes quelantes y a las bacteriocinas, así 
como la concentración. Para la aplicación en alimentos se hace necesario una 
concentración alta de agente quelante con el fin de remover los cationes divalentes 
exógenos del alimento y así poder desestabilizar más fácilmente la membrana de E. coli. 
El mejor tratamiento es combinar lactocina con EDTA. 
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En otra investigacion29, utilizando nisina para reducir el desarrollo de esporas de 
Clostridium sporogenes presentes en coberturas de salchichas, fue evaluada la 
capacidad de la nisina para unirse a las esporas o a la cubierta y el tiempo de 
disponibilidad biológica.  La nisina es capaz de reducir la viabilidad de las esporas en un 
74%. La nisina no afecta la germinación de las esporas pero si el crecimiento bacteriano 
posterior, además se une a la cobertura con efectividad y según la prueba de difusión no 
se separa ya que los discos no crean halos de inhibición a diferencia de los discos de 
papel, esto muestra que la disponibilidad biológica es reducida por lo que es necesario 
concentraciones altas. Se sabe que la nisina se une a los grupos sulfidrilo de las esporas 
cuando están germinando interfiriendo en el mecanismo para terminar su desarrollo. 
Finalmente es concluido que el efecto óptimo del tratamiento depende de la nisina 
disponible y el tiempo de exposición. 
 
En lo referente a otras bacteriocinas, otros resultados demuestran30 muestran  el efecto 
de  de Lactobacillus  plantarum en filetes de híbrido de cachama empacados al vacío y 
refrigerados. Fue encontrada disminución en el pH, que puede ser por la generación de 
bacterias acidolacticas, también el menor desarrollo de bacterias como efecto  del 
extracto de bacteriocinas. La  pérdida de agua fue muy poca. Los lípidos fueron bastante 
estables durante el almacenamiento refrigerado. Las bases volátiles permanecieron 
estables hasta el día 20 de almacenamiento y luego disminuyeron, los autores deducen 
que puede existir una reducción de bacterias psicrófilas productoras de bases volátiles. 
En el análisis sensorial al final del almacenamiento los menores puntajes fueron los de 
apariencia y color y los mejores para el aroma. Se presentan las bacteriocinas como una 
alternativa para incrementar la vida útil de filetes de cachama.  
 
Diversas investigaciones 31 coinciden en afirmar que las bacterias acidolácticas  pueden 
ser utilizadas como cultivos iniciadores para productos típicos  y además  presentar la 
capacidad de producir bacteriocinas, donde pueden ser utilizadas en preservación de 
alimentos. Por lo tanto sugieren que al caracterizar la microflora de las regiones 
productoras de alimentos fermentados puede tener una fuente natural de genes para 
desarrollar nuevas cepas iniciadoras. 
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1.3.9 Propóleos  
Los propóleos son reconocidos como  agentes antioxidantes, antibacteriales, 
antifúngicos, antivirales, intiinflamatorios, antitumorales, hepatoprotectores, anestésicos 
locales, inmunoestimuladores y antimutagénicos. Estan compuestos de elementos 
reconocidos GRAS y son considerados como los responsables de la baja incidencia de 
bacterias y hongos en las colmenas. La cantidad de propóleos para proteger alimentos 
depende del método de extracción.  Los propóleos han sido propuestos como 
preservativos en productos cárnicos y se ha observado que son capaces de inhibir el 
crecimiento de E. coli32. 
 
Propóleos es un producto natural resinoso muy adhesivo, recolectado por las abejas  a 
partir de secreciones vegetales en bulbos y hojas. Son utilizados para cubrir las 
colmenas, reparar las fracturas y protegerlas de la entrada de diferentes agentes 
indeseados33. Los componentes de los propóleos tiene tres orígenes diferentes: los 
exudados que las abejas recogen de las plantas, las sustancias secretadas por el 
metabolismo de las abejas y los materiales que puedan ser adicionados durante la 
elaboración de los propóleos. El fraccionamiento y análisis de la composición de los 
propóleos no son sencillos debido a la complejidad, sin embargo el método que más se 
utiliza es el de obtener extractos etanólicos (EEP) al separar la fracción soluble en 
alcohol de la insoluble y la cera.  
1.3.10 Extracción de propóleos 
Para procesar los propóleos  el material es mezclado mezcla con agua caliente para 
separarlo de la cera, se seca con aire y se disuelve en alcohol etílico al 95% donde es 
eliminado los restos de cera, partes de abejas y madera, finalmente se filtra34. Los 
propóleos están compuestos de 45% de resina, 30% de cera y ácidos grasos, 10% de 
aceites esenciales, 5% de polen y 10% de compuestos orgánicos y minerales. Se han 
encontrado más de 300 componentes diferentes entre los que se encuentran, 
terpenoides, flavonoides, ácidos fenólicos, esteroides, azúcares y aminoácidos35.  
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Los porcentajes de cera y resina soluble en alcohol presentes en los propóleos son 
variables. También se ha visto que cuando hay escases de resinas o dificultad para la 
obtención, las abejas  incorporan más cera34. Sin embargo la composición química de los 
propóleos depende de la planta y lugar de procedencia. También se han encontrado 
polifenoles, quinones y cumarinas. Es conocido  que los fenoles, ácidos fenólicos y 
polifenoles son agentes antimicrobianos, los derivados del ácido galico actúan sobre 
bacterias G- y G+. Los flavonoides son sintetizados por las plantas para prevenir las 
infecciones de diferentes microorganismos, por ejemplo en el caso de E. coli los tres 
grupos OH en el anillo B y uno en el anillo C son los que determinan la actividad 
antimicrobiana de la miricetina32. 
1.3.11 Mecanismo de acción 
Dentro de los propóleos también se encuentran hidroquinonas, ácido cafeico y sus 
ésteres y quercetinas, algunos de estos presentes normalmente en alimentos como las 
hidroquinonas que se encuentran en el café y la cerveza que ya son admitidas como 
aditivos en alimentos, el ácido caféico y la quercetina se encuentran en pequeñas 
cantidades incluso menores que en productos de consumo diario que las portan, por 
ejemplo las manzanas que contiene quercetina35. Los mecanismos de acción de los 
propóleos dependen principalmente de los flavonoides que se unen por afinidad a 
polímeros biológicos y a metales pesados, catalizan fenómenos de transporte de 
electrones y son hábiles para encontrar radicales libres, son capaces de inhibir algunas 
enzimas como las hidrolasas y la fosfatasa alcalina. Los estreptococos son capaces de 
inhibir la glicosiltransferasa, así como la actividad de la mieloperoxidasa en las 
inflamaciones, la ornitina descarboxilasa, la lipooxigenasa, la tirosina proteína kinasa y el 
metabolismo del ácido araquidonico. Los flavonoides son fácilmente metabolizables, no 
se acumulan y por ser hidrosolubles pueden ser eliminados en la orina35. 
 
En lo referente a la utilización de extractos acuosos (EAP) y etanólicos (EEP) de 
propóleos algunos autores36 han caracterizado estos extractos. En muestras de 
propóleos de Campeche (México), fueron comparados los rendimientos de las sustancias 
solubles obtenidas con los dos solventes y la actividad antimicrobiana sobre 
Streptococcus pyogenes, S. aureus, Salmonella typhi y Ps. aeruginosa. Los principales 
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componentes fueron lactonas, saponinas, fenoles y taninos, flavonoides, triterpenos, 
esteroides, alcaloides y grupos aminos. Las leucoantocianidinas (solubles en agua) solo 
se detectaron en los EAP. Las concentraciones requeridas para inhibir fueron menores 
con los EEP que con EAP, la procedencia del propóleos, el tipo de extracto utilizado y la 
especie de microorganismo evaluado determinan la efectividad antimicrobiana del 
propóleos. La Concentración media bactericida promedio para los EEP fue inferior a la de 
EAP,  esto debido a la mayor concentración de flavonoides que son más solubles en 
etanol.  S. typhi (G-) fue la cepa más resistente ya que se necesitó la mayor 
concentración de los extractos para ser inhibida,  luego le siguieron S. aureus,  S. 
pyogenes y P. aeruginosa. Los rendimientos en sólidos solubles totales fueron superiores 
al realizar la extracción en etanol al 80% que al emplear  agua destilada. 
 
Otros investigadores37 reporta que al evaluar el tipo de extracción y lugar de origen de los 
propóleos, aseguran que a pesar de la diferencia en la composición, todos presentan una 
actividad antifúngica y antibacteriana considerable. La intensidad de cada uno depende 
de los componentes químicos particulares ya que es considerado que es debido al 
sinergismo entre flavonoides, ácidos hidroxílicos y sesquiterpenos y no a la acción 
individual de los componentes. Se probaron con Bacillus subtilis, Micrococcus luteus, 
Bacillus megaterium y Bacillus brevis y todas mostraron una alta sensibilidad a bajas 
concentraciones de propóleos, adicionalmente fue utilizado E.coli que mostró casi nula 
sensibilidad y Pseudomonas syringae, que mostró un comportamiento similar al de las 
bacterias G+. La explicación para esto  es que posiblemente la membrana externa de las 
bacterias G- imposibilita o retarda la penetración de los propóleos sobre todo en bajas 
concentraciones o que presenta factores e resistencia multidroga que evitan la acción de 
toxinas anfipáticas. Los hongos filamentosos analizados fueron Aspergillus niger, 
Penicillium chrysogenum y Trichoderma viride, los cuales mostraron en general muy poca 
sensibilidad. La levadura fue Saccharomyces cerevisiae que presentó un nivel e 
inhibición intermedio entre las bacterias muy sensibles y los mohos muy poco sensibles. 
 
Los EEP presentan mayor actividad antimicrobiana que los EAP y mayor cantidad de 
compuestos volátiles, esto es debido a que es el tipo de extracción que más recupera los 
componentes activos, ya que toma los que quedan en el agua y adicionalmente los 
volatilizables. Algunas investigaciones38 evaluaron el potencial del extracto etanólico de 
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propóleos en salchichas frescas refrigeradas para poder aplicarlo e incrementar la vida 
útil, realizaron análisis fisicoquímico, microbiológico y sensorial. Las salchichas tratadas 
con propóleos fueron aceptadas por los panelistas 9 días más que las del control y 
rechazadas a los 21 días. La oxidación lipídica fue la menor, al parecer debido al 
contenido de flavonoides y compuestos fenólicos que retardan la oxidación y además 
presentan efecto bactericida contra bacterias lipolíticas, las bases volátiles también 
fueron menores con el tratamiento de propóleos debido al control de las bacterias 
proteolíticas deteniendo la putrefacción. Los conteos microbianos fueron altos a partir del 
día 18, por lo que concluyeron que el tratamiento si generó un aumento en la vida útil de 
las salchichas.  
 
En otros estudios39 analizando la actividad de dos propóleos de Brasil (norte y sur) frente 
a S. enteritidis y S. typhimurium, encontraron gran capacidad inhibitoria después de 14 
horas y bactericida luego de 24 horas. Debido a la reducida capacidad de los propóleos 
frente a bacterias G-, se necesitó utilizar altas concentraciones para lograr inhibición de 
S. enteritidis y S. typhimurium, se cree que algunos de los constituyentes genera 
inmovilidad de las células, además altera la permeabilidad de la membrana bacteriana, 
en algunos estudios aseguran que puede interferir en la división celular generando 
desorganización citoplasmática e inhibición de la síntesis de proteínas. El propóleos 
obtenido en el norte de Brasil fue más eficiente que el del sur, sin embargo los dos 
mostraron actividad bactericida, por lo que estos autores sugieren que es necesario 
realizar caracterización de cada uno para tener una idea más clara de los compuestos 
que favorecen  actividad antagonica. 
 
De otra parte algunos investigadores40 plantearon que si los propóleos de diferentes 
lugares tienen una actividad antimicrobiana similar es por el sinergismo entre los 
componentes comunes, además que la actividad biológica debe ser evaluada según las 
regiones debido a las diferencias, por lo tanto enfrentaron EEP obtenidos en diferentes 
regiones y épocas del año en Taiwan con S. aureus, teniendo en cuenta la edad celular, 
temperatura y pH. Flavones, flavonoles, flavonones e isoflavonones están presentes en 
los extractos etanólicos de propóleos taiwaneses y la actividad frente a S. aureus es 
considerable logrando una inhibición del 99% con altas concentraciones, la dosis mínima 
varía de acuerdo al origen de las muestras. Según la estación, las especies de plantas 
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productoras de las resinas presentes son diferentes y se observó que muestras de los 
mismos lugares presentan diferencias en su actividad antimicrobiana según la época de 
recolección. La temperatura también es determinante, la inhibición es mayor a 37oC. 
Observaron que la actividad bactericida se presenta a pH 5.0. Confirmaron que S. aureus 
es más sensible en fase exponencial media y se va haciendo más resistente a medida 
que avanza hasta la estacionaria. Se concluyó que puede ser efectivo este tratamiento 
en alimentos con estas temperaturas y pH. 
Cuando fue  determinada la actividad biológica y la composición química del extracto 
etanólico y sus fracciones de hexano y cloroformo de un nuevo propóleos brasilero, 
conocido como propóleos rojo, encontraron41 en el extracto etanólico  algunos 
isoflavones no reportados en los propóleos brasileros: homopterocarpina, medicarpina y 
4,7-dimetoxi 2-isoflavonol, en general su perfil químico muestra más compuestos polares 
y fenólicos que los demás propóleos brasileros. Al analizar las fracciones de hexano y 
cloroformo encontraron compuestos fenólicos lo que demuestra que se presentan con 
diferentes polaridades. En la fracción de hexano se observó la mayor cantidad de 
flavonoides. La actividad antimicrobiana fue probada frente a S. aureus y S. mutans. El 
extracto etanólico y su fracción de cloroformo presentaron gran capacidad 
antimicrobiana, la fracción de hexano no presentó actividad. Como antioxidante fue mejor 
que los reportados en Brasil. Los autores recomiendan aprovechar más la actividad 
biológica de los propóleos realizando una extracción y utilizando sus fracciones. 
 
En otros trabajo32 evaluaron la capacidad de 15 extractos etanólicos de muestras 
recogidas en Santa Fe (Argentina) frente a E. coli como potenciales preservantes de 
alimentos, encontraron que 6 de las muestras fueron capaces de inhibir el crecimiento de 
un inoculo de 1x105 UFC/g presentando como componentes más importantes ácido 
cumárico, ácido siringico, quercetina, galangina, ácido cafeico, crisina y otros 
compuestos solubles no identificados. Otras 4 muestras inhibieron inoculos de 1x104 
UFC/g, con componentes similares. Las 5 muestras restantes solo fueron capaces de 
inhibir concentraciones de  1x102 UFC/g y no presentaron en su composición los 
compuestos que se consideran bactericidas. La actividad aumentaba directamente con la 
concentración de propóleos utilizados. 
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Tambien es reportado en otras latitudes donde33 recolectaron propóleos en Grecia y 
Chipre  evaluando la composición química y la actividad antimicrobiana comparada con 
la nisina. Fue encontrado más de 100 compuestos como terpenos, antraquinones, 
flavonoides, ácidos fenólicos y sus ésteres, los dos primeros son más comunes para 
regiones tropicales que del norte del planeta, a diferencia de los de la parte alta de 
Europa que no los contienen. Probaron con: Shigella dysenteriae, S. typhimurium, 
Enterobacter aerogenes, Yersinia enterocolitica, E. coli, S. aureus, S. epidermidis, 
Bacillus cereus, L. monocytogenes, Candida tropicalis, C. albicans, Lactobacillus 
bulgaricus, L. fermentum, L. casei, Lactobacillus delbrueckii sub. delbrueckii, L. plantarum 
y L. helveticus. En general las bacterias G+ presentaron sensibilidad, sin embargo no 
todas las BAL, como en el caso de  L. delbrueckii subsp. delbrueckii y L.plantarum, por lo 
que sugieren que los propóleos pueden ser utilizados en productos fermentados ya que 
no intervienen con la presencia de bacterias iniciadoras. L. monocytogenes y B. cereus 
fueron las más sensibles, y la menos fue S. epidermis no patógena. Solamente cuatro 
bacterias G- mostraron sensibilidad a dos muestras ricas en ácidos diterpénicos 
(dehidroabietico, abietico e isopimarico), flavonoides, antraquinonas, ácidos fenólicos y 
ésteres. Concluyen que a pesar de encontrar grandes diferencias en la composición de 
los propóleos, su actividad antimicrobiana es muy similar, esto es debido a que dicha 
actividad depende principalmente de los flavonoides, terpenos, ácido fenólicos y sus 
ésteres. Al comparar con la nisina, los extractos etanólicos si fueron efectivos contra 
patógenos como L. monocytogenes, B. cereus y S. aureus y la nisina no, además la 
nisina inhibe algunas BAL lo que no la hace muy apropiada en fermentados. 
 
En Colombia otros investigadores47 evaluaron la actividad bactericida de EEP obtenidos 
en regiones del departamento del Cauca (Colombia) frente a S. aureus y Ps. aeruginosa 
y su composición. S. aureus fue inhibida por iguales concentraciones de las muestras, 
para Ps. aeruginosa si se hallaron diferencias. Al realizar el análisis químico encontraron 
los mismos componentes en los dos propóleos a pesar de tener diferente origen 
geográfico, por lo anterior se esperaría un comportamiento similar frente a los 
microorganismos, sin embargo esto no es así debido a que los patrones de las moléculas 
pueden ser muy diferentes, además de la diversidad en los flavonoides, compuestos 
fenólicos y grupos químicos que pueden dar características muy diferentes entre 
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muestras. Tal variación en la composición se debe a que los apiarios se encontraban en 
clima cálido con gran diversidad de especies vegetales. 
 
En lo referente a la conservación de alimentos otros investigadores48 plantearon la 
necesidad de proteger de los mohos a los jugos de fruta altos en sucrosa, también de las 
levaduras son capaces de resistir a las condiciones ácidas y algunos preservantes 
presentes en los jugos. Tradicionalmente se ha utilizado benzoato de sodio y sorbato de 
potasio. Se determinó la actividad de los propóleos en diferentes jugos de frutas 
(mandarina, manzana, uva y naranja) contra 10 levaduras comunes en este sustrato 
Candida kefyr, C. parapsilosis, C. famata, C, glabrata, C. pelliculosa y Pichia ohmeri 
utilizaron diferentes concentraciones y todas lograron inhibir las levaduras. En general las 
levaduras más resistentes a los propóleos fueron las del genero Candida spp. en 
particular C. kefyr y C. famata en jugo de manzana y de mandarina. Se necesitaron 
concentraciones menores que de benzoato de sodio. Sin embargo los autores aclaran 
que debido a la presencia de fuertes sabores aromáticos en los propóleos, se deben 
utilizar cantidades pequeñas para no interferir con las características organolépticas 
típicas de los alimentos, incluso sugieren su utilización como fungicida natural. 
 
En lo que respecta a empaques activos, básicamente consiste en la adición de 
sustancias antimicrobianas a los empaques generalmente hechos de material 
biodegradable49, estos a su vez deben tener la capacidad de liberar las sustancias 
lentamente a los alimentos para brindarles la protección durante el tiempo de vida útil del 
producto, los compuestos pueden ser volátiles y son efectivos por el contacto directo o 
indirecto entre el empaque y el producto y los no volátiles los cuales requieren el 
contacto. Algunos estudios reportan50 la utilización de biopelículas de ácido polilactico 
(PLA), con sustancias provenientes de las plantas como los son los flavonoides 
presentes en los propóleos por lo tanto realizaron un sistema PLA/propóleos y estudiaron 
la migración de los propóleos hacia un modelo de alimento líquido y midieron la cinética 
de liberación de los polifenoles de los EAP y EEP y realizaron modelos matemáticos para 
evaluar la difusividad en los dos medios acuosos para poder conocer la capacidad de 
retención de la PLA como potencial empaque de alimentos. El modelo matemático es 
necesario para entender y optimizar la dinámica de liberación de los propóleos, en este 
sentido es reportado51 que la difusividad de los diferentes compuestos de los propóleos 
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no son muy diferentes y que el sistema que se encuentra en contacto directo con el 
medio acuoso libera de manera muy eficiente debido a los agentes activos (ácidos 
polifenólicos) van a ser liberados en grandes cantidades al alimento y los flavonoides 
permanecerán en el polímero para actuar como interfase en el sistema 
alimento/polímero, también existen interacciones con líquidos que contengan etanol. 
1.4 Los extractos etanólicos de propóleos como 
opción al uso de nitratos 
En la industria cárnica  han sido utilizados diferentes preservantes, por ejemplo la sal que 
además de conservar proporciona un sabor agradable, los nitritos en derivados que 
contribuyen con el curado, dándole el color característico debido a el complejo que 
forman la mioglobina con el óxido nitroso, además brindan  protección ya que son 
capaces de inhibir el crecimiento de Clostridium botulinum. Desde los años 60 se ha 
estudiado y demostrado que el nitrito de sodio es precursor de cáncer42, 43, 44 por lo que 
se están buscando alternativas para su reemplazo que asegure la protección contra C. 
botulinum y que conserve las características de los productos curados.   
 
Investigadores que han utilizado45  la acción de cultivos iniciadores con jugo de apio en 
polvo en salchichas comparando con nitrato de sodio. Encontraron que en cortos 
periodos de incubación el color es un poco más pálido que cuando se usa nitrato, 
después de algunos días esta diferencia no creció significativamente. No se observaron 
diferencias en la oxidación de lípidos y algunas propiedades sensoriales cambiaron. 
Otros estudios46 presentaron la conversión microbiana de la mioglobina como una 
alternativa para obtener el color curado sin utilizar nitritos ya que algunas bacterias acido 
lácticas han demostrado capacidad para realizar esta reacción. Utilizaron un inoculo de 
108 UFC/g de Lactobacillus fermentum con el que se logró el color de curado ya que las 
bacterias son capaces de formar oxido nitroso a partir de fuentes naturales de nitrito lo 
que requeriría muy poco nitrito en la formulación, además confirmaron que las 
características sensorial no se veían afectadas lo que hacía aceptable el producto. 
 25 
 
 
1.5 Conclusiones 
Esta revisión muestra las alternativas que existen hasta el momento para la conservación 
natural de los alimentos, su capacidad para inhibir el crecimiento de las principales 
bacterias que participan en la degradación de los alimentos y en potenciales 
enfermedades producidas por el consumo de alimentos descompuestos. La biopelículas 
hechas con materiales biodegradables, además de ser una herramienta para el empaque 
y mantenimiento de los productos, son una buena alternativa para la adición de 
sustancias antimicrobianas gracias a su capacidad para sostener y liberar estas 
sustancias. 
Compuestos antimicrobianos como el propóleos ha demostrado un gran potencial como 
preservante de alimentos lo que sugiere la posibilidad de ampliar las investigaciones 
aplicándolos a alimentos. 
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Capitulo 2: Evaluación microbiológica y 
sensorial de chorizos utilizando biomoleculas 
obtenidas de  propóleos como preservante 
 
Carolina Gutiérrez Cortés, Héctor Suarez Mahecha 
2.1 Resumen 
La utilización de biomoléculas obtenidas de productos naturales se constituye como una 
nueva opción en la conservación de alimentos, como alternativa a las fuentes químicas. 
Para la prueba in vitro fue realizado el método de difusión en placa para determinar la 
concentración de extracto etanólico de propóleos (EEP) efectiva contra el crecimiento de 
Salmonella sp, Clostridium sp, E. coli, y Staphylococcus aureus. Los resultados obtenidos 
no presentan diferencias significativas (p>0.05) para las concentraciones utilizadas. 
Posteriormente fueron utilizados chorizos con tres tratamientos: (1) EEP 0.8mg/ml; (2) 
0.2g/Kg de nitrito de sodio; (3) alcohol etanólico 96% sin preservante. El efecto sobre el 
crecimiento de bacterias mesófilas, psicrófilas, coliformes totales y fecales de los tres 
tratamientos no presentó diferencias significativas (p>0.05). El análisis sensorial no 
presentó diferencias significativas (p>0.05) en la aceptación del producto comparando los 
tratamientos. Los resultados sugieren que los propóleos pueden reemplazar a los nitritos 
porque  el comportamiento de los tratamientos fue similar. 
Palabras clave: Extractos etanólicos de propóleos, embutidos, antimicrobiano,  
bacteriostática 
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2.2 Abstract  
The utilization of biomolecules obtained from natural products as an alternative of 
chemical sources is a new option in food preservation. It was performed the diffusion 
method in agar for the in vitro test to determine the minimal concentration of etanolic 
extrac of propolis (EEP) effective against the growth of Salmonella sp, Clostridium sp, E. 
coli, and Staphylococcus aureus. There were not significant differences in the results 
obtained for the different concentrations (p>0.05). Sausages with three treatments were 
prepared: (1) EEP 0.8mg/mL; (2) 0.2g/Kg of sodium nitrite and sodium erithorbate; (3) 
alcohol etanólico 96% without preservative. Non significant differences in the effect over 
the growth of mesophilic, psicrophilic, and total and fecal coliformes (p>0.05) were 
observed. There were not significant differences (p>0.05) in the sensory evaluation, the 
acceptation was the same for treatments 1 and 2. The results suggest that propolis can 
be a replace since its behavior was similar to the nitrite.  
Key words: Ethanolic extract of propolis, sausages, antimicrobial, bacteriostatic 
2.3 Introducción 
La calidad microbiológica de los alimentos ha sido la gran preocupación de la industria 
alimentaria, porque la acción de los microorganismos sobre los alimentos causa deterioro 
y afecta la salud de los consumidores. Algunos conservantes han resultado ser también 
perjudiciales para la salud y por tanto ha crecido el interés por desarrollar aditivos 
naturales que aseguren la protección del producto frente a la proliferación de 
microorganismos, sus toxinas y además sean inocuos. En los productos cárnicos es 
utilizado el nitrito de sodio que actúa como antioxidante, agente reductor o nitrosilante 
que es convertido en diferentes compuestos como ácido nitroso, óxido nítrico y nitrato 
(Honikel, 2008). La principal función de este compuesto está relacionada con la 
formación del color y sabor característicos de los productos cárnicos curados. El nitrito 
también puede reaccionar con los grupos sulfidrilo de las proteínas liberando óxido nítrico 
(Pegg & Shahidi, 2004), el cual podría  estar directamente relacionado con la inhibición 
de crecimiento de Clostridium botulinum. Sin embargo es reconocido que los nitritos 
reaccionan con las aminas biógenas que surgen de la descarboxilación de ciertos 
aminoácidos por la enzima descarboxilasa que puede ser de origen bacteriano y puede 
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ser indicativo de mala manipulación y contaminación de las materias primas (Drabik-
Markiewicz et al., 2011), esta descarboxilación también puede resultar por la acción de 
las enzimas endógenas del músculo, finalmente el producto final podrá presentar 
compuestos nitrogenados conocidos como importantes precursores de cáncer, porque 
son capaces de inducir mutaciones en el ADN generando dificultades en la diferenciación 
celular (Souliotis et al., 2002). 
 
Existen numerosos estudios en los que han sido utilizados diferentes conservantes 
naturales como por ejemplo, aceites esenciales obtenidos a partir de plantas  aromáticas 
(Duarte et al., 2007; Lv, Liang, Yuan, & Li, 2011; Rojas-Graü et al., 2007), quitosano que 
es un derivado de la quitina que forma el exoesqueleto de insectos y crustáceos 
(Fernandez-Saiz, Lagaron, & Ocio, 2009; Gómez-Estaca, López de Lacey, López-
Caballero, Gómez-Guillén, & Montero, 2010), bacteriocinas que son metabolitos 
secundarios producidos por ciertas bacterias acidolácticas (Belfiore, Castellano, & 
Vignolo, 2007; Suárez H., Pardo S., & M., 2008; Wijnker, Weerts, Breukink, Houben, & 
Lipman, 2011) y propóleos que son extraídos de las colmenas de las abejas melíferas 
(Lu, Chen, & Chou, 2005; Orsi et al., 2005; Tolosa, 2002).  
 
Propóleos es un producto natural resinoso, recolectado por las abejas melíferas a partir 
de secreciones vegetales en bulbos y hojas, son utilizados para cubrir las colmenas, 
reparar las fracturas y protegerlas de la entrada de diferentes agentes indeseados 
(Kalogeropoulos, Konteles, Troullidou, Mourtzinos, & Karathanos, 2009). Propóleos está 
compuesto de 45% de resina, 30% de cera y ácidos grasos, 10% de aceites esenciales, 
5% de polen y 10% de compuestos orgánicos y minerales. Numerosos estudios han 
demostrado que los componentes básicos de los propóleos dependen del origen, ya que 
la flora difiere entre regiones, sin embargo ha sido demostrado que la capacidad 
antimicrobiana y antifúngica es considerable en todas las regiones donde existe 
información (Garedew, Schmolz, & Lamprecht, 2004). Durante la extracción con etanol es 
removida la cera y los desechos orgánicos y obtenido el extracto etanolico de propóleos 
con todos los constituyentes bioactivos, han sido observados más de 300 componentes 
diferentes entre los que se encuentran, terpenoides, flavonoides, ácidos fenólicos, 
esteroides, azúcares y aminoácidos (Tylkowski et al., 2010).  
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Los flavonoides se unen por afinidad a polímeros biológicos y a metales pesados, 
catalizan fenómenos de transporte de electrones y son hábiles para encontrar radicales 
libres, pueden inhibir algunas enzimas como las hidrolasas y la fosfatasa alcalina, por lo 
tanto presentan actividad biológica, no se acumulan y son eliminados en la orina 
(Tylkowski, et al., 2010). 
 
El chorizo es un producto cárnico de consumo masivo en Colombia, se elabora con carne 
de bovino, porcino y grasa de porcino junto con algunas especias. Según la norma 
técnica NTC 1325 no debe contener más de 200mg/Kg de nitrito lo que sugiere que, 
aunque en bajas concentraciones, es utilizado el nitrito como conservante y como 
precursor del color. El objetivo de este trabajo fue determinar la actividad inhibitoria de 
propóleos frente a algunas bacterias patógenas y, la acción biopreservante de propóleos 
en chorizos observando el efecto en la vida útil en comparación con el nitrito de sodio. 
2.4 Materiales y métodos 
2.4.1 Extracto etanólico de propóleos (EEP) 
Fueron utilizados 100g de propóleos y  400mL de etanol al 96 %, y sometido a agitación 
durante 2 horas; fue dejado en reposo durante 12 horas y luego filtrado. El residuo sólido 
fue sometido a una segunda extracción en la misma proporción que la primera; al final 
fueron reunidos los dos extractos y colocados en el congelador para precipitar otros 
compuestos. El extracto etanólico de propóleos sobrenadante fue utilizado para los 
ensayos, habiendo determinado la concentración de sólidos por el método de secado en 
horno (8%). 
2.4.2 Cepas y cultivo 
Fueron utilizadas cepas de Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Salmonella sp. y 
Clostridium sp.  obtenidas en el laboratorio de microbiología del instituto de ciencia y 
tecnología de alimentos - ICTA de la Universidad Nacional de Colombia sede Bogotá. 
Para la activación de Clostridium sp. Fue utilizado caldo BHI (Oxoid), para Salmonella sp. 
fue utilizado caldo nutritivo (Oxoid) según la ATCC 13076 y para Staphylococcus aureus, 
Escherichia coli fue utilizado caldo TSB (Merck) según la ATCC 25923 y la ATCC 25922 
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respectivamente. Las cepas fueron incubadas toda la noche y luego de 18 horas 
sembradas en caldo. 
2.4.3 Test de difusión – pruebas in vitro 
Para el análisis de la actividad inhibitoria de los propóleos, fue realizada la prueba de 
difusión en agar Mueller-Hinton. Fue sembrado 1ml de cada cepa utilizando el 0.5 en la 
escala de MacFarland correspondiente a una concentración de 1.5 x109 células en 
superficie, se impregnaron discos de 6mm de diámetro con tres diferentes 
concentraciones de propóleos 0.8, 1.2 y 1.6 mg/ml y un control con alcohol etanólico al 
96%. Fueron incubadas durante 48 horas y medidos los halos de inhibición en cada caso. 
Fue encontrado que las tres concentraciones utilizadas  inhibieron el crecimiento de los 
patógenos utilizados, así fue determinado que no existía diferencia significativa en el 
efecto inhibitorio,  por lo que fue seleccionada  la menor concentración (0.8 mg/ml). 
2.4.4 Preparación de los chorizos 
Fueron elaborados chorizos de 100 gramos, las materias primas utilizadas son 
presentadas en la tabla 2.1. Fueron realizados tres tratamientos en los cuales fue 
utilizada la misma formulación y únicamente fue empleado un conservante diferente: 
1. EEP (0.8 mg/mL) 2. nitrito de sodio con eritorbato de sodio. 3. alcohol etanólico al 
98% (control). 
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Tabla 2.1: Materia prima utilizada en la elaboración de chorizos 
 Tratamiento 1 
(T1) 
Tratamiento 2 
(T2) 
Tratamiento 3 
(T3) 
Carne magra de porcino (%) 60 60 60 
Carne magra de bovino (%) 20  20  20  
Grasa dorsal de porcino (%) 20  20  20  
Sal (g/Kg) 18  18  18  
Pimentón rojo (g/Kg) 20 20  20  
Cebolla larga (g/Kg) 25 25  25 
Ajo (g/Kg) 5 5  5  
Comino molido (g/Kg) 1.5 1.5 1.5 
Pimienta blanca molida  
(g/Kg) 
2 2  2 
Nitrito de sodio (g/Kg) - 0.2 - 
Eritorbato de sodio (g/Kg) - 0.5 - 
Propóleos (0.8 mg/ml) 15 ml/Kg - - 
Alcohol etanólico 98% - - 15ml/Kg 
 
La carne y la grasa fueron cortados en trozos, posteriormente picados en  un molino 
utilizando discos de 12 mm y separado en tres porciones para mezclar con los 
demás ingredientes, donde fue agregado el respectivo conservante para cada 
tratamiento. Finalmente los chorizos fueron embutidos en tripa de porcino, 
amarrados y empacados en bolsas selladas al vacío y almacenados en la planta de 
carnes del ICTA a 5oC, y 89 – 93% de humedad relativa. 
2.4.5 Análisis microbiológicos 
 
Los análisis fueron realizados los días 0, 8, 16 y 24. Fueron empleados 11g de cada 
muestra, mezclados con 99ml de agua peptonada estéril y agitados en  stomacher 400 
durante 120s obteniendo así la dilución 10-1, posteriormente fueron realizadas diluciones 
de 10-2, 10-3 utilizando agua peptonada estéril. El recuento de aerobios mesófilos y 
psicrófilos fue realizado sembrando en fondo en agar SPC (Merck),  incubado a 37oC y 
4oC durante 48 horas y una semana respectivamente; NMP de coliformes totales y 
fecales en caldo BRILA (Merck) con campana de Durham, fue incubado a 37oC y 44oC 
respectivamente durante 48 horas y  procedido a confirmar la presencia de E. coli en 
agar EMB (Merck), con caldo triptófano (Merck) y con el kit de pruebas bioquímicas 
RapidOne (Remel) y coloración de Gram. El recuento de Staphylococcus aureus 
coagulasa positiva fue realizado mediante siembra de las diluciones 10-2 y 10-3 en 
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superficie en agar Baird Parker (Merck),  incubado a 37oC durante 48 horas, 
posteriormente fue realizada la prueba de la coagulasa para las colonias positivas y 
coloración de Gram. El recuento de esporas de Clostridium sp. fue realizado mediante 
siembra en superficie en agar SPS (Merck) incubado a 37oC durante 48 horas en 
campana de anaerobiosis y confirmación con choque térmico. Para determinar la 
presencia de Salmonella sp. fueron empleados 25 gramos de cada muestra en caldo 
lactosado (Oxoid) para preenriquecimiento no selectivo y en caldo selenito cistina (Oxoid) 
y tetrationato (Oxoid) para el enriquecimiento selectivo, finalmente fue sembrado en agar 
XLD (Oxoid) y Bismuto sulfito (Merck), para la confirmación fue realizada coloración de 
Gram y fue utilizado el kit de pruebas bioquímicas RapidOne (Remel). Los análisis fueron 
realizados según la NTC 1325 (INVIMA 2008) 
2.4.6 Análisis sensorial 
 
Fue realizado por el método hedónico, en el cual  juzga la calidad de los chorizos por 
siete panelistas entrenados. Fueron evaluados los atributos sensoriales de color, olor y 
sabor para el producto cocinado y color y olor para producto crudo. El puntaje fue basado 
en una escala hedónica de nueve puntos, donde: 1, corresponde a “disgusté 
extremadamente”, y 9, corresponde a “gusté extremadamente”. El valor sensorial de 4 
fue tomado como el rango mínimo de aceptabilidad (Suarez et al., 2008). 
Primero fue realizada la prueba para las muestras crudas calificando olor y color, 
posteriormente fueron realizadas las pruebas para las muestras cocinadas 
correspondientes a los atributos de olor y sabor, evitando que los panelistas observaran 
las muestras para no interferir con su decisión debido a la ausencia del color rojo, 
finalmente fue realizada la prueba de color.  
2.5 Análisis estadístico 
Los datos fueron analizados con  ANOVA de dos vías para un diseño de dos factores con 
interacciones, utilizando el programa R versión 2.12.2, fue realizada  comparación 
múltiple entre tratamientos con test de Tukey empleando la probabilidad de p<0.05. 
Adicionalmente fueron realizados gráficos para analizar las tendencias de crecimiento 
microbiano utilizando las medias de las repeticiones. 
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2.6 Resultados y discusión  
2.6.1 Análisis microbiológicos 
Resultados in vitro 
En la tabla 2.2 son mostrados los promedios de los halos de inhibición obtenidos al 
utilizar las concentraciones de 0.8, 1.2 y 1.6 mg/ml de EEP, se observa que en todos los 
casos las sustancias lograron inhibir el crecimiento de las bacterias patógenas en 
comparación con el control. 
Tabla 2.2: diámetro de los halos de inhibición de las pruebas in vitro con las 
concentraciones de propóleos utilizadas 
  S. aureus Salmonella sp. E. coli 
Clostridium 
sp. 
0.8mg/ml 13,5±0,7
a 
17,5±2,1
a 
18,5±2,1
a 
11,5±1,4
a 
1.2mg/ml 16±0.0
a 
16,5±0,7
a 
14,5±0,7
a 
17±0.0
a 
1.6mg/ml 18±0.0
a 
16±1,4
a 
19±1,4
a 
20±0.0
a 
Blanco 0±0.0
b 
0±0.0
b 
11±1,4
b 
0±0.0
b 
a,b 
valores con diferente letra presentan diferencias significativas (p<0.05) 
 
Al utilizar la técnica de difusión para probar el antagonismo del extracto etanólico de 
propóleos frente a Salmonella, E, coli, S. aureus y Clostridum, no se encontraron 
diferencias significativas (p>0.05) entre las concentraciones utilizadas de 0.8, 1.2 y 1.6 
mg/ml por lo tanto fue utilizada la menor concentración de 0.8mg/ml. Se observaron halos 
de inhibición a partir de 11mm de diámetro con las concentraciones utilizadas. Se 
consideraron estos halos como prueba de inhibición de acuerdo con (Chaillou & 
Nazareno, 2009) quién utilizó el método de difusión y reportó actividad antimicrobiana de 
EEP de diferentes regiones de Argentina frente a S. aureus, presentando halos de 
inhibición con diámetros a partir de 9mm los cuales fueron considerados como una 
actividad antimicrobiana importante. 
 
La concentración de EEP utilizada en los chorizos correspondiente a 0.8mg/mL está 
dentro del rango establecido por (Lu, et al., 2005) quién realizó el método de conteo de 
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células viables en medio TCBS combinado con diferentes concentraciones de EEP 
provenientes de propóleos obtenidos en tres regiones de Taiwan en cuatro meses de 
muestreo y reportó actividad bactericida desde 0.75 hasta 1.2 mg/ml dependiendo del 
sitio y el mes de recolección. Se han reportado concentraciones de EEP de 1.25 mg/ml 
con actividad inhibitoria para bacterias Gram positivas y de 5 mg/ml para Gram negativas 
(Mohammadzadeh et al., 2007) valores superiores a los reportados para este trabajo. 
 
En la determinación de la concentración mínima inhibitoria realizada por (Garedew, et al., 
2004) quienes probaron otras concentraciones de EEP proveniente de diferentes países 
con el fin de comprobar la capacidad de inhibir ciertas bacterias y hongos filamentosos, 
determinaron que las concentraciones pueden oscilar entre 0.005 y 0.5 mg/ml para 
bacterias siendo las más resistentes E.coli y Micrococcus luteus, sin embargo la muestra 
obtenida en Colombia no presentó actividad bactericida sobre el crecimiento de E. coli lo 
que difiere del presente trabajo en el que a partir de la concentración 0.8mg/ml se 
observaron halos de inhibición. Esta concentración considerada como inhibitoria es 
menor a la reportada por (Kalogeropoulos, et al., 2009) quién encontró que con 5 mg/ml 
es posible inhibir el crecimiento de E. coli, Salmonella typhymurium con 2.5 mg/ml y S. 
aureus a partir de 1.5 mg/ml. 
 
 
Resultados en la matriz alimentaria 
En la figura 2.1 son presentados los resultados sobre el crecimiento microbiano en 
chorizos para cada tratamiento durante 24 días de muestreo.  
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Figura 2.1: conteo de microorganismos ((A) Aerobios mesófilos,(B) Aerobios psicrófilos, (C) 
Coliformes totales, (D) Coliformes fecales) durante los 24 días de muestreo de los chorizos. 
Tratamientos: ( ) con propóleos 0.8mg/ml, ( ) con nitrito de sodio, ( ) control con alcohol 
etanólico al 96%. 
 
En la tabla 2.3 son mostrados los valores de los conteos microbiológicos de las  pruebas 
realizadas a los chorizos crudos según la NTC1325. Los resultados presentan una carga 
microbiana inicial representada en aerobios mesófilos y psicrófilos, coliformes totales y 
fecales sin presencia de Escherichia coli, Salmonella sp., Clostridium sp. ni 
Staphylococcus coagulasa positiva. En los tres tratamientos se evidenció la presencia de 
coliformes provenientes de las materias primas sin embargo los coliformes fecales se 
presentaron en baja cantidad mostrando valores iniciales muy similares entre ellos 7.2, 
7.3, 3.6 NMP/g correspondientes a T1, T2 y T3 respectivamente. Los aerobios mesófilos 
presentaron valores iniciales de 5.06, 5.31, y 4.66 log UFC/g y los psicrófilos valores de 
4.12, 4.41, 4.14 log UFC/g mostrando disminución visible a lo largo del tiempo de 
almacenamiento. 
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Tabla 2.3: conteo de microorganismos indicadores (log ufc/g) 
 T1    T2 T3 
Día 0 8 16 24 0 8 16 24 0 8 16 24 
                        
Coliformes 
totales 
1101
±0.0
a 
1101
±0.0
a 
1101
±0.0
a 
1101
±0.0
a 
1101
±0.0
a 
1101
±0.0
a 
1101
±0.0
a 
1101
±0.0
a 
1101
±0.0
a 
1101
±0.0
a 
1101±
0.0
a 
1101±
0.0
a 
Coliformes 
fecales 
7,2± 
0.0
a 
42 
±0.0
a 
29 
±0.0
a 
11 
±0.0
a 
7,3 
±0.0
a 
35 
±0.0
a 
43 
±0.0
a 
15 
±0.0
a 
3,6 
±0.0
a 
28 
±0.0
a 
52 
±0.0
a 
24 
±0.0
a 
Staphylococcus 
coagulasa + 
- - - - - - - - - - - - 
Salmonella - - - - - - - - - - - - 
Clostridium - - - - - - - - - - - - 
Aerobios 
mesófilos 
5,06±
10,6
a 
3,66±
12,7
a 
3,65±
43,8
a 
3,68±
19
a 
5,31±
18.3
a 
3,96±
37,4
a 
3,29±
10,6
a 
4,32±
14,8
a 
4,66±
0,7
a 
3,97±
30,4
a 
4,22± 
16,9
a 
3,91± 
62,2
a 
Aerobios 
psicrófilos 
4,12±
31,1
a 
3,42±
21
a 
3,95±
17,6
a 
2,4± 
10,6
a 
4,41±
5,65
a 
4,1± 
50,2
a 
2,6± 
17,6
a 
4,03± 
7,07
a 
4,14±
32,5
a 
3,77±
9,89
a 
3,06± 
31,1
a 
2,47± 
2,82
a 
T1: Chorizos con propóleos, T2: Chorizos con nitrito de sodio y eritorbato de sodio, T3: Chorizo control 
a 
valores con la misma letra no presentan diferencias significativas (p>0.05) 
 
La presencia de coliformes en las muestras durante el tiempo de muestreo ha sido 
determinada igualmente en otros estudios, donde son reportados en materias primas ya 
que forman parte de la microbiota de la carne de  animales usados como fuente, se 
espera encontrarlos en grandes cantidades ya que los chorizos son un producto crudo. 
Los principales géneros encontrados fueron Hafnia, Serratia, Enterobacter y Citrobacter, 
esto coincide con  resultados obtenidos para productos similares (García Fontán, 
Lorenzo, Parada, Franco, & Carballo, 2007).  
 
No se reportó la presencia de E. coli, Salmonella sp, Staphylococcus coagulasa positiva 
ni esporas de Clostridium sp. 
 
El crecimiento de los microorganismos aerobios mesófilos, psicrófilos, coliformes totales 
y fecales no presentó diferencias significativas en el tiempo ni entre tratamientos 
(p>0.05), esto puede ser debido a la alta concentración de microorganismos en la etapa 
inicial y debido a la ausencia del tratamiento térmico. Otros trabajos han reportado 
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actividad antimicrobiana de propóleos en concentración de 0.6% en chorizos crudos 
sobre bacterias proteolíticas y lipolíticas (Ali FH, 2010) presentando conteos mayores a 
los reportados en este trabajo. 
 
Los resultados mostrados en el tratamiento T1 sobre microorganismos aerobios 
mesófilos y psicrófilos presentan disminución hasta el día 16 con valores de 3.65 log 
ufc/g, a partir del día 24 (3.68 log ufc/g) los valores aumentan, lo que sugiere que la 
capacidad inhibitoria de los propóleos disminuyó a partir de ese momento, los coliformes 
no presentaron variaciones de crecimiento a lo largo de los 24 días (1101 NMP/ml) por lo 
que es posible deducir actividad bacteriostática en ese caso y un posible efecto reducido 
debido a la cantidad de microorganismos presentes. Los coliformes fecales  presentaron 
conteos inferiores y disminuyeron hasta el día 24 por lo que podemos establecer en este 
caso reducción del conteo de coliformes fecales en presencia de propóleos, presentando 
actividad bactericida. El crecimiento a partir del día 16 sugiere la reducción en la 
efectividad de los propóleos como agente bactericida ya que la grasa de la carne puede 
cubrir con el tiempo los microorganismos y protegerlos de los propóleos, en este caso se 
puede pensar en utilizar concentraciones mayores como se ha observado en otros 
estudios (Orsi, et al., 2005) 
 
El tratamiento T2 mostró un comportamiento bacteriostático frente a los aerobios 
mesófilos y coliformes, además de actividad bactericida frente a los psicrófilos, en cuanto 
a coliformes fecales, fue observado incremento de los conteos hasta el día 16 cuando 
empezaron a disminuir, debido a la interacción de los componentes y sistema de 
empaque utilizado que generan cambios fisicoquímicos del producto. 
 
El tratamiento T3 mostró una disminución en el conteo de aerobios mesófilos hasta el día 
8 y un ligero aumento hasta el día 24. Se observó disminución de aerobios psicrófilos y 
de coliformes fecales. Los conteos de coliformes totales no cambiaron durante el periodo 
de almacenamiento. La presencia constante de coliformes se debe a su capacidad de 
resistir a este ambiente con poca disponibilidad de oxigeno. También es posible la 
presencia de bacterias ácido lácticas que han sido reportadas como parte de la 
microbiota característica de productos similares dando lugar a la producción de ácido 
láctico, que causa la caída del pH (García Fontán, et al., 2007; Kamdem, Patrignani, & 
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Elisabetta Guerzoni, 2007) donde el crecimiento puede ser estimulado también por las 
condiciones anaeróbicas generadas por el empaque al vacio. 
 
La acción bacteriostática observada de EEP hasta el día 24 es superior a la reportada 
por (Garedew, et al., 2004) quien utilizó EEP en una concentración de 0.6mg/ml en 
salchichas y obtuvo actividad hasta el día 15, a partir de ese momento incrementaron los 
recuentos. 
2.6.2  Evaluación sensorial 
 
Se realizaron los análisis cada 8 días durante tres semanas en los cuales los panelistas 
respondieron a las encuestas para valorar los atributos de olor y color en el caso de 
chorizos crudos y de olor, sabor y color en los chorizos cocinados. En la tabla 2.4 se 
observan los puntajes otorgados por los panelistas para cada atributo y se realizó 
ANOVA y comparaciones múltiples con el test de Tukey (α=0.05) para verificar 
diferencias entre tratamientos y dentro de cada tratamiento diferencias en el tiempo. 
Los panelistas mostraron su preferencia al color tradicional de los chorizos ya que 
hicieron énfasis en la ausencia de color rojo, sin embargo esto no fue criterio suficiente 
para rechazar el producto crudo o cocinado a lo largo del muestreo. El atributo de sabor 
fue bien calificado en el producto cocinado ya que los panelistas en general consideraron 
los chorizos como productos bien condimentados, de buena apariencia y olor, lo que 
llevó a que la mayoría de puntajes se encontraran muy por encima de 4 que era el valor 
mínimo considerado como aceptación. 
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Tabla 2.4: puntajes obtenidos por los panelistas para cada atributo 
 
Día 0 Día 8 Día 16 Día 24 
 
CP CN CC CP CN CC CP CN CC CP CN CC 
Olor crudo 6,9±1
a 
7,4±1
a
 6,9±1
a
 5,7±3
a
 6,7±1
a
 6,9±2
a
 7,6±1
a
 7,3±1
a
 7,6±1
a
 6,3±1
a
 6,1±2
a
 6,4±1
a
 
Color crudo 6,9±2
a
 7,3±2
a
 6,3±2
a
 6,3±1
a
 7,3±1
a
 7,3±2
a
 7,1±1
a
 7,1±1
a
 7,4±1
a
 6,0±1
a
 6,4±2
a
 6,4±1
a
 
Olor cocinado 6,4±2
a
 7,0±2
a
 7,0±2
a
 6,4±1
a
 6,9±2
a
 6,9±2
a
 6,7±1
a
 7,4±1
a
 6,3±2
a
 6,9±1
a
 7,0±1
a
 6,7±1
a
 
Sabor cocinado 6,6±2
a
 6,9±2
a
 7,3±1
a
 5,6±2
a
 7,0±2
a
 7,0±2
a
 5,9±2
a
 7,0±1
a
 7,0±2
a
 7,0±2
a
 7,1±1
a
 6,9±1
a
 
Color cocinado 6,6±2
a
 6,6±2
a
 6,0±2
a
 7,0±2
a
 6,9±2
a
 6,7±1
a
 6,4±1
a
 7,0±2
a
 6,7±1
a
 6,7±0
a
 7,0±1
a
 6,6±1
a
 
CP: Chorizos con propóleos, CN: Chorizos con nitrito de sodio y eritorbato de sodio, CC: Chorizo control 
a 
valores con la misma letra no presentan diferencias significativas (p>0.05) 
 
Los chorizos fueron cocinados y sofreídos durante 20 minutos, asegurando su cocción. 
En la evaluación sensorial no se presentaron diferencias significativas entre los 
tratamientos (P>0.05). Los atributos de color y sabor mejoraron con el tiempo y se vieron 
reflejados en algunos panelistas con mejores puntajes, sin embargo la prueba estadística 
no arrojó diferencias. 
2.7 Conclusiones 
El extracto etanólico de propóleos mostró actividad inhibitoria frente a Clostridium sp. S. 
aureus, Salmonella enteritidis y E. coli. La concentración de propóleos utilizada en la 
preparación de chorizos 0.8mg/ml presentó actividad bacteriostática frente a los 
microorganismos presentes en los chorizos crudos. Esta actividad fue menor a la 
observada in vitro frente a bacterias patógenas. En otros estudios se ha demostrado que 
al utilizar un modelo de alimento, una sustancia bactericida se enfrenta a otras variables 
como son las proteínas y la grasa que pueden envolver y proteger los microorganismos y 
exigir concentraciones y cantidades mayores de dicha sustancia. Estas condiciones no 
se presentan en el medio de cultivo en donde los propóleos son capaces de entrar en 
contacto directo con los microorganismos. Los atributos sensoriales de los chorizos 
fueron ampliamente aceptados por los consumidores, sin embargo es necesario mejorar 
el color con el fin de conservar al máximo las características tradicionales de los chorizos. 
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Capitulo 3: EVALUACIÓN DEL EFECTO DE 
PROPÓLEOS EN LAS CARACTERÍSTICAS 
FISICOQUÍMICAS Y SENSORIALES DE 
CHORIZOS 
Carolina Gutiérrez Cortés, Héctor Suarez Mahecha 
3.1 Resumen  
Los compuestos bioactivos contenidos en propóleos podrían ser una opción a la 
utilización de nitritos en productos cárnicos. Se utilizó extracto etanólico de propóleos 
(EEP) en la preparación de chorizos sin adición de nitrito de sodio. Los tratamientos 
realizados fueron: (1) EEP 8mg/ml; (2) 0.2g/Kg de nitrito de sodio; (3) alcohol etanólico 
96% sin preservante. No se encontraron diferencias significativas entre los tres 
tratamientos (p>0.05) para los análisis de pH y BVT-N. Se observaron diferencias 
significativas (p<0.05) en los valores de TBA. El análisis sensorial no presentó diferencia 
significativas (p>0.05). Los resultados sugieren que los propóleos pueden reemplazar a 
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los nitritos ya que la capacidad antioxidante y el control de producción de BVT-N es muy 
similar entre ellos, así como la aceptación del producto. 
Palabras clave: Propóleos, antioxidante, descarboxilación 
3.2 Abstract 
The bioactive compounds of propolis can be an option instead the utilization of nitrite in 
meat products. It was used an ethanolic extract of propolis (EEP) to prepare fresh 
sausage without sodium nitrite addition. The treatments were: (1) EEP 8mg/ml; (2) 
0.2g/Kg sodium nitrite; (3) ethanolic alcohol 96% (control). Non significant differences 
were found among the three treatments (P>0.05) in pH and TVB-N. Significant 
differences (P<0.05) were found in the amount of TBA. Non significant differences were 
found in the sensory evaluation (P>0.05). The results suggest that propolis can replace 
nitrites due to its antioxidant capacity. Its control in the TVB-N production is very similar 
between both commponents, the same happens with the sensory acceptation. 
Key words: Propolis, antioxidant, decarboxylation, sensorial characteristics 
3.3 Introducción 
El chorizo es un producto cárnico de consumo masivo en Colombia, para la 
elaboración es utilizada carne de bovino, porcino y grasa de porcino junto con 
algunas especias. Según la norma técnica NTC 1325 no debe contener más de 
200mg/Kg de nitrito lo que sugiere que, aunque en bajas concentraciones, es 
utilizado el nitrito como conservante y como precursor del color de los embutidos 
comercializados en el país. 
 
Cambios químicos como la autooxidación de lípidos, disminuyen la calidad de los 
productos cárnicos generando olor, color, aroma o flavor indeseables, incluso puede 
disminuir su valor nutricional (Fernández, Pérez-Álvarez, & Fernández-López, 1997). Otro 
indicador de calidad es la cantidad de bases volátiles de nitrógeno que contienen en su 
mayoría amonio, trimetilamina y dimetilamina, este número aumenta con el deterioro de 
la carne ya sea por la acción de bacterias o por las enzimas endógenas, por lo tanto este 
es un referente de su frescura (Cai, Chen, Wan, & Zhao, 2011). La presencia de 
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contaminación bacteriana además de ser importante para la calidad también puede 
representar peligros para la salud. 
 
Algunos aditivos utilizados como antioxidantes y conservantes han resultado ser 
perjudiciales para la salud de los consumidores y por tanto ha crecido el interés por 
desarrollar aditivos naturales. En los productos cárnicos es común la utilización de nitrito 
de sodio que actúa como antioxidante, agente reductor o nitrosilante que es convertido 
en diferentes compuestos como ácido nitroso, óxido nítrico y nitrato (Honikel, 2008). El 
nitrito puede reaccionar con los grupos sulfidrilo de las proteínas liberando óxido nítrico 
(Pegg & Shahidi, 2004), que puede inhibir el crecimiento de Clostridium botulinum. Sin 
embargo es reconocido que los nitritos reaccionan con las aminas biógenas que surgen 
de la descarboxilación de ciertos aminoácidos (Drabik-Markiewicz, et al., 2011) 
originando compuestos nitrogenados precursores de cáncer (Souliotis, et al., 2002). 
 
Propóleos es un producto natural resinoso, recolectado por las abejas melíferas a partir 
de secreciones vegetales en bulbos y hojas, son utilizados para cubrir las colmenas y 
proteger las colmenas (Kalogeropoulos, et al., 2009). Propóleos están compuestos  de 
45% de resina, 30% de cera y ácidos grasos, 10% de aceites esenciales, 5% de polen y 
10% de compuestos orgánicos y minerales. Durante la extracción con etanol es removida 
la cera y los desechos orgánicos y obtenido el extracto etanólico de propóleos con todos 
los constituyentes bioactivos, han sido observados más de 300 componentes diferentes 
entre los que se encuentran, terpenoides, flavonoides, ácidos fenólicos, esteroides, 
azúcares y aminoácidos.  Los propóleos son reconocidos como  agentes antioxidantes, 
antibacteriales, antifúngicos, antivirales, intiinflamatorios, antitumorales, 
hepatoprotectores, anestésicos locales, inmunoestimuladores y antimutagénicos 
(Tylkowski, et al., 2010). 
 
El objetivo de este trabajo fue comprobar las características antioxidantes de los 
propóleos utilizados en chorizos, verificar la cantidad de bases volátiles de nitrógeno 
presentes como indicador de la contaminación bacteriana de los productos y enfrentar 
estos resultados con el análisis sensorial.  
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3.4 Materiales y métodos 
3.4.1 Extracto etanólico de propóleos (EEP) 
 
Fueron utilizados 100g de propóleos en un vaso de precipitados de 1lt y adicionados 
400mL de etanol al 96 % luego fue sometido a agitación durante 2 horas; fue dejado en 
reposo durante la noche y luego filtrado utilizando  papel de filtro; el residuo sólido fue 
sometido a una segunda extracción en la misma proporción que la primera; al final fueron 
reunidos los dos extractos y colocados en el congelador para precipitar otros 
compuestos. El extracto etanólico de propóleos sobrenadante fue utilizado para los 
ensayos, habiendo determinado la concentración de sólidos por el método de secado en 
horno (8%). 
3.4.2 Preparación de los chorizos 
 
Fueron elaborados chorizos de 100 gramos, las materias primas utilizadas son 
presentadas en la tabla 3.1. Fueron realizados tres tratamientos en los cuales fue 
utilizada la misma formulación y únicamente fue empleado un conservante diferente: 
1) propóleos en  concentración de 0.8 mg/mL. 2) nitrito de sodio con eritorbato de 
sodio. 3) alcohol etanólico al 98% (control). 
 
Tabla 3.1: Materias primas utilizadas para los diferentes tratamientos 
 Tratamiento 1 
(T1) 
Tratamiento 2 
(T2) 
Tratamiento 3 
(T3) 
Carne magra de porcino (%) 60  60  60  
Carne magra de bovino (%) 20  20  20  
Grasa dorsal de porcino (%) 20  20  20  
Sal (g/Kg) 18  18  18  
Pimentón rojo (g/Kg) 20 20  20  
Cebolla larga (g/Kg) 25 25  25 
Ajo (g/Kg) 5 5  5  
Comino molido (g/Kg) 1.5 1.5 1.5 
Pimienta blanca molida  (g/Kg) 2 2  2 
Nitrito de sodio (g/Kg) - 0.2 - 
Eritorbato de sodio (g/Kg) - 0.5 - 
Propóleos (0.8 mg/ml) 15 ml/Kg - - 
Alcohol etanólico 98% - - 15ml/Kg 
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La carne y la grasa fueron cortados en trozos, posteriormente  molidos utilizando 
discos de 12 mm y separado en tres porciones para mezclar con los demás 
ingredientes, donde fue agregado el respectivo conservante para cada tratamiento. 
Finalmente los chorizos fueron embutidos en tripa de porcino, amarrados y 
empacados en bolsas selladas al vacío y almacenados en la planta de carnes del ICTA 
(Instituto de Ciencia y Tecnología de Alimentos – Universidad Nacional de Colombia) en 
refrigerador a 5oC, y 89 – 93% de humedad relativa. 
3.4.3 Análisis fisicoquímicos 
pH 
Fue realizado con potenciómetro Schott provisto de un electrodo combinado, por 
inserción directa en la muestra. Se registraron 3 lecturas en diferentes puntos. 
Determinación de Bases Volátiles Totales de Nitrógeno BVT-N 
Fueron empleados 10g de muestra preparada en un balón de destilación, adicionados 2g 
de óxido de magnesio y 150 ml de agua destilada. Fue sometido a destilación, 
recolectando en una solución de ácido bórico al 3% hasta cerca de un volumen de de 
100 ml. Al destilado fueron adicionadas tres gotas de indicador de Tashiro y finalmente 
valorado con HCl 0.1 N. 
 La cantidad de BVT-N en mg/100 g de muestra fue calculada del volumen (V) de ácido 
hidroclórico adicionado y su concentración (C) por la siguiente ecuación: 
           
            
  
 
Determinación de TBA (ácido 2-tiobarbitúrico) 
Fueron empleados 10g de muestra de chorizo con 50 mL de agua mezclados en 
licuadora, luego fueron transferidos a un balón de destilación y el recipiente fue lavado 
con 47,5 ml de agua destilada y también transferido al balón. Fueron adicionados 2,5 ml 
de HCl 4 N y unas gotas de silicona antiespumante. Fue sometido a destilación durante 
unos 10 minutos hasta colectar 50 ml. 
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Fueron colocados 5 ml de destilado en un tubo de ensayo y adicionados 5 ml de solución 
de TBA 0,02 M, fue tapado y colocado en baño de agua hirviendo durante 35 minutos. El 
producto fue enfriado transferido a una cubeta para tomar la lectura de absorbancia a 
532 nm en un espectrofotómetro UV-Vis, Jasco 530. Los resultados fueron expresados 
como mg de malonaldehido por kilogramo, al compararlo con la curva de calibración 
construida con 1,1,3,3-tetrametoxipropano, el cual produce malonaldehido por hidrólisis 
ácida. 
3.4.4 Análisis sensorial 
Fue realizado por el método hedónico, en el cual  juzga la calidad de los chorizos por 
siete panelistas entrenados. Fueron evaluados los atributos sensoriales de color, olor y 
sabor para el producto cocinado y color y olor para producto crudo. El puntaje fue basado 
en una escala hedónica de nueve puntos, donde: 1, corresponde a “disgusté 
extremadamente”, y 9, corresponde a “gusté extremadamente”. El valor sensorial de 4 
fue tomado como el rango mínimo de aceptabilidad (Suárez H., et al., 2008). 
Primero fue realizada la prueba para las muestras crudas calificando olor y color, 
posteriormente fueron realizadas las pruebas para las muestras cocinadas 
correspondientes a los atributos de olor y sabor, evitando que los panelistas observaran 
las muestras para no interferir con su decisión debido a la ausencia del color rojo, 
finalmente fue realizada la prueba de color.  
3.5 Análisis estadístico 
Los datos de los análisis fisicoquímicos y sensoriales fueron analizados con ANOVA de 
dos vías para un diseño de dos factores con interacciones, utilizando el programa R 
versión 2.12.2, fue realizada  comparación múltiple entre tratamientos con test de Tukey 
empleando la probabilidad de p<0.05.  
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3.6 Resultados 
3.6.1 Análisis fisicoquímicos  
En la tabla 3.2 son presentados los valores de pH, bases volátiles de nitrógeno (BVT-N) y 
ácido tiobarbitúrico (TBA). Para pH fueron observados valores ácidos en todos los casos, 
disminuyendo desde los ocho días de almacenamiento, hasta aumentar ligeramente  el 
día 24, en el tratamientoT1 el pH final alcanzó los niveles más bajos. Las bases volátiles 
de nitrógeno aumentaron en todos los casos, sin embargo fue observado que el 
tratamiento T1 mostró los valores más bajos durante todos los muestreos. El ácido 
tiobarbitúrico también aumento en los tres tratamientos siendo el tratamiento T2 el que 
presentó los valores menores, seguidos por el tratamiento T1. 
Tabla 3.2: Análisis fisicoquímicos de los tres tratamientos 
 T1 T2 T3 
Día 0 8 16 24 0 8 16 24 0 8 16 24 
pH 5,77
a 
5,03
a 
5,13
a 
4,73
a 
5,91
a 
5,31
a 
5,35
a 
5,58
a 
5,82
a 
5,13
a 
5,19
a 
5,23
a 
BVT-N, 
mg/100 g 
16,8
a 
28,7
a 
33,2
a 
37,8
a 
19,2
a 
29,4
a 
35
a 
41,3
a 
19,6
b 
28
b 
34,3
b 
38,8
b 
TBA, 
mg/kg 
0,098
a 
0,184
a 
0,256
a 
0,358
a 
0,097
a 
0,138
a 
0,207
a 
0,346
a 
0,096
a 
0,3
a 
0,36
a 
0,468
a 
a,b 
valores con diferente letra presentan diferencias significativas (p<0.05) 
 
3.6.2  Evaluación sensorial 
Los chorizos fueron cocinados y sofreídos durante 20 minutos, asegurando su cocción. 
Se realizaron las pruebas cada 8 días durante cuatro semanas en los cuales los 
panelistas desarrollaron encuestas para valorar los atributos de olor y color en el caso de 
chorizos crudos y de olor, sabor y color en los chorizos cocinados.  
Los panelistas mostraron su preferencia al color tradicional de los chorizos ya que 
hicieron énfasis en la ausencia de color rojo, sin embargo esto no fue criterio suficiente 
para rechazar el producto crudo o cocinado a lo largo del muestreo. El atributo de sabor 
fue bien calificado en el producto cocinado ya que los panelistas en general consideraron 
los chorizos como productos bien condimentados, de buena apariencia y olor, lo que 
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llevó a que la mayoría de puntajes se encontraran muy por encima de 4 que era el valor 
considerado como aceptación. 
3.7 Discusión de resultados 
La figura 3.1 presenta la representación gráfica de los valores obtenidos en los análisis 
fisicoquímicos durante los 24 días de muestreo. 
 
Figura 3.1: Análisis fisicoquímicos ((A) pH, (B) bases volátiles de nitrógeno, (C) ácido 
tiobarbitúrico) durante los 24 días de muestreo de los chorizos. Tratamientos: ( ) con 
propóleos, ( ) con nitrito de sodio, ( ) control con alcohol etanólico al 96% 
 
Según (Nychas, Skandamis, Tassou, & Koutsoumanis, 2008) el pH inicial de las materias 
primas puede estar entre 5.4 y 5.5 debido a la glucolisis post-mortem generada por las 
enzimas proteolíticas y lipolíticas propias de la carne, luego sufre modificaciones debido 
a la actividad microbiana, estos valores reportados son muy cercanos a los obtenidos en 
los chorizos el día 0 y el comportamiento observado a lo largo del almacenamiento 
coincide con el propuesto por (Nychas, et al., 2008). El día 8 se observó disminución del 
pH en todos los casos, lo que sugiere la presencia de bacterias ácido lácticas que en las 
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condiciones anaeróbicas generadas por el empaque al vacío son capaces de 
desarrollarse produciendo ácido láctico el cual es el responsable de la reducción del pH, 
a partir del día 16 el pH empieza a aumentar en T2 y T1, debido a la desnaturalización 
enzimática de las proteínas que repercute en el pH a medida que transcurre el tiempo de 
almacenamiento. 
  
Fue observado el aumento de las bases volátiles nitrogenadas que son el producto de la 
descarboxilación de las proteínas por la acción de las enzimas descarboxilasas de los 
microorganismos y en menor proporción por las enzimas endógenas presentes en el 
músculo, esto es debido a la microbiota de las carnes utilizadas como materias primas. 
No fueron encontradas diferencias significativas en los tres tratamientos (p>0.05). T1 
presentó 37.8 BVT-N mg/100 g el día 24 siendo mayor al reportado por (Ali FH, 2010) 
después de 21 días de almacenamiento (19.3 BVT-N mg/100 g), sin embargo entre los 
tres tratamientos fue el que presentó el valor más bajo. Se observa una correlación entre 
el aumento de las bases volátiles de nitrógeno con el aumento del pH después del día 16 
en T1 y T2, esto sugiere además de las enzimas endógenas, la presencia de 
microorganismos que pudieron permanecer hasta el final del almacenamiento y que 
participaron en la descarboxilación. 
 
Los valores  de TBA  indican que la oxidación de lípidos aumentó hasta el día 24 
presentando diferencias significativas entre tratamientos (p<0.05). T1 y T2 mostraron 
menor aumento en comparación con el control demostrando la actividad antioxidante de 
los propóleos ya reportada por (Chaillou & Nazareno, 2009; Choi et al., 2006) y del nitrito 
de sodio, el aumento más lento lo presenta el tratamiento T1 seguido por el tratamiento 
T2. Los resultados de TBA muestran valores menores al compararlos con estudios 
previos (Tang, Kerry, Sheehan, Buckley, & Morrissey, 2001) en los que son reportados 
valores de 16.83 y 6.07 mg de malonaldehido (MDA)/Kg para carne de res y de cerdo 
respectivamente después de 10 días de almacenamiento, en el presente estudio se 
observaron 0.358 mg MDA/Kg después de 24 días de almacenamiento. (Ali FH, 2010) 
reportó 0.89 mg MDA/Kg luego de 21 días de almacenamiento de salchichas. 
(Kalogeropoulos, et al., 2009) determinó los principales componentes responsables de la 
actividad antioxidante de propóleos provenientes de Grecia y Chipre, ácido fenólicos, 
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antraquinonas y flavonoides por lo tanto a ellos se les atribuye la capacidad antioxidante 
observada. Así mismo (Ahn et al., 2007) también encontró que los polifenoles son los 
principales compuestos encontrados en los propóleos, con la capacidad de actuar como 
agentes antioxidantes en China. 
 
La tabla 3.3 muestra los puntajes otorgados por los panelistas para cada tratamiento. En 
la evaluación sensorial no se presentaron diferencias significativas entre los tratamientos 
(P>0.05), se consideró una escala de 1 a 9 en la que puntajes por encima de 4 se 
consideraron como aceptación por parte de los panelistas. Los atributos de color y sabor 
mejoraron con el tiempo y se vieron reflejados en algunos panelistas con mejores 
puntajes, sin embargo la prueba estadística no arrojó diferencias.  
Tabla 3.3: puntajes obtenidos por los panelistas para cada atributo 
 
Día 0 Día 8 Día 16 Día 24 
 
CP CN CC CP CN CC CP CN CC CP CN CC 
Olor crudo 6,9±1
a 
7,4±1
a
 6,9±1
a
 5,7±3
a
 6,7±1
a
 6,9±2
a
 7,6±1
a
 7,3±1
a
 7,6±1
a
 6,3±1
a
 6,1±2
a
 6,4±1
a
 
Color crudo 6,9±2
a
 7,3±2
a
 6,3±2
a
 6,3±1
a
 7,3±1
a
 7,3±2
a
 7,1±1
a
 7,1±1
a
 7,4±1
a
 6,0±1
a
 6,4±2
a
 6,4±1
a
 
Olor cocinado 6,4±2
a
 7,0±2
a
 7,0±2
a
 6,4±1
a
 6,9±2
a
 6,9±2
a
 6,7±1
a
 7,4±1
a
 6,3±2
a
 6,9±1
a
 7,0±1
a
 6,7±1
a
 
Sabor cocinado 6,6±2
a
 6,9±2
a
 7,3±1
a
 5,6±2
a
 7,0±2
a
 7,0±2
a
 5,9±2
a
 7,0±1
a
 7,0±2
a
 7,0±2
a
 7,1±1
a
 6,9±1
a
 
Color cocinado 6,6±2
a
 6,6±2
a
 6,0±2
a
 7,0±2
a
 6,9±2
a
 6,7±1
a
 6,4±1
a
 7,0±2
a
 6,7±1
a
 6,7±0
a
 7,0±1
a
 6,6±1
a
 
CP: Chorizos con propóleos, CN: Chorizos con nitrito de sodio y eritorbato de sodio, CC: Chorizo control 
a 
valores con la misma letra no presentan diferencias significativas (p>0.05) 
 
Los panelistas se refirieron al color como una característica que sin descalificar el 
producto podría ser mejorada debido a la diferencia con el color del chorizo tradicional. 
Según (Sebranek & Bacus, 2007) es posible utilizar fuentes naturales de nitrato como el 
apio y microorganismos reductores de nitrato que posibilitarían la formación del color, 
estas pueden ser las bacterias acido lácticas que pueden actuar como iniciadoras en las 
fermentaciones de productos cárnicos (Zhang, Kong, & Xiong, 2007) que son resistentes 
a la acción antimicrobiana de los propóleos (Kalogeropoulos, et al., 2009) lo que 
permitiría una mezcla en la cual se aprovecha la capacidad antioxidante y antimicrobiana 
de los propóleos conservando la mayor parte de las características organolépticas 
tradicionales. Con respecto al sabor, la mayoría de los consumidores no detectaron 
diferencias y no realizaron sugerencias. 
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3.8  Conclusiones 
El extracto etanólico de propóleos utilizado en la preparación de chorizos demostró una 
capacidad antioxidante similar a la del nitrito de sodio utilizado tradicionalmente como 
agente curante y preservante. Los propóleos son capaces de controlar la formación de 
bases volátiles de nitrógeno por lo que se asume que controla el crecimiento microbiano 
retrasando así la degradación proteica. Las características sensoriales de los chorizos 
preparados con el EEP son aceptadas por los consumidores, los cuales sugirieron en lo 
posible hacer mejoras en el color. 
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Abstract  
The utilization of biomolecules obtained from natural products as an alternative of 
chemical sources is a new option in food preservation. It was performed the 
diffusion method in agar for the in vitro test to determine the minimal concentration 
of etanolic extract of propolis (EEP) effective against the growth of Salmonella sp, 
Clostridium sp, E. coli, and Staphylococcus aureus. There were not significant 
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differences in the results obtained for the different concentrations (p>0.05). 
Sausages with three treatments were prepared: (1) EEP 8mg/mL; (2) 0.2g/Kg of 
sodium nitrite and sodium erithorbate; (3) ethanolic alcohol 96% without 
preservative. The treatments 1 and 2 showed similar effect over the growth of 
mesophilic, psicrophilic, and total and fecal coliforms (p>0.05). There were not 
significant differences (p>0.05) in the sensory evaluation, the acceptation was the 
same for treatments 1 and 2. The results suggest that propolis can be a replace 
since its behavior was similar to the nitrite.  
Key words: Ethanolic extract of propolis, sausages, antimicrobial, bacteriostatic 
1. Introduction 
The microbiological quality has been the big concern of food industry due to the 
action of the microorganisms that cause the food spoilage and affects the health 
of the consumers. Some preservatives have resulted to be unhealthy increasing 
the interest to develop natural additives that protect the products against of 
microorganisms proliferation, and their toxins. Sodium nitrite is used in the meat 
products because acts as an antioxidant, reducer, or nitrosilant agent that finally is 
transformed into different compounds as nitrous acid, nitric oxide, and nitrate 
(Honikel, 2008). The principal function of this compound is related with the color 
formation and the taste characteristic of the cured meat products. Nitrite also can 
react with the sulfhydryl of the proteins to release nitric oxide (Pegg & Shahidi, 
2004), which can be directly related with the Clostridium botulinum grow inhibition. 
However, it is know that nitrite reacts with the biogenic amines that are the product 
of the decarboxilation of some aminoacids by the decarboxilasa enzyme. This 
enzyme can be from bacteria and indicate wrong manipulation, and raw materials 
spoilage (Drabik-Markiewicz, et al., 2011). This decarboxilation can also be by the 
endogen enzymes of the muscle.  The final products can present nitrogenated 
compounds known as cancer precursors, since they are able to induce mutations 
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in the DNA generating difficulties in the cellular differentiation (Souliotis, et al., 
2002). 
There are numerous studies in which there are used natural substances as 
antimicrobial agents. Some examples are the use of essential oils obtained from 
aromatic plants to inhibit the bacterial grow (Duarte, et al., 2007; Lv, et al., 2011; 
Rojas-Graü, et al., 2007), also has been used the chitosan, that is a chitin 
derivative that form the exoskeleton of insect and crustaceans (Fernandez-Saiz, et 
al., 2009; Gómez-Estaca, et al., 2010), bacteriocins that are metabolites 
secondary from certain acid lactic bacteria are used as GRAS ingredient in food 
(Belfiore, et al., 2007; Suárez H., et al., 2008; Wijnker, et al., 2011) and propolis 
that are extracted of the hives of the honeybees has been used in fish and 
sausages (Ali FH, 2010; Lu, et al., 2005; Orsi, et al., 2005; Tolosa, 2002). 
Propolis is a resinous natural product, collected by honeybees from plant 
secretions in bulbs and leaves. They are used to cover the hives, to repair the 
fractures, and protect them from unwanted entry of pollution agents 
(Kalogeropoulos, et al., 2009). Propolis is composed of 45% resin, 30% wax and 
fatty acids, 10% of essential oils, 5% pollen, 10% of organic compounds, and 
minerals. Numerous studies have shown that the basic components of propolis 
depend on the origin, and the flora differs between regions. However, has been 
shown that antimicrobial and antifungal capacity is significant in all the regions 
where information is available (Garedew, et al., 2004). During extraction with 
ethanol the wax and organic waste are removed and ethanolic extract of propolis 
(EEP) is obtained with all of its bioactive constituents. More than 300 different 
components have been observed terpenoids, flavonoids, phenolic acids, steroids, 
sugars and amino acids, among others (Tylkowski, et al., 2010). 
Propolis has been proposed as preservatives in meat products and it has been 
observed that it is able to extend 2 to 3 times the lifetime of fish (Tosi, Ré, Ortega, 
& Cazzoli, 2007). Flavonoids are joined by affinity to heavy metals and organic 
polymers, they catalyze electron transport phenomena, and they are able to find 
free radicals. They exhibit biological activity, since they can inhibit some enzymes 
 65 
 
 
such as hydrolases and alkaline phosphatase. They do not accumulate in the 
body and are eliminated in the urine (Tylkowski, et al., 2010). 
The sausage is a meat product widely consumed in Colombia, it is made with 
beef, pork, and pork fat together with some spices. According to the Colombian 
technical standard 1325 NTC it should not contain more than 200mg/Kg nitrite 
suggesting that even at low concentrations, nitrite is used as a preservative and 
as a precursor of color. The aim of this study was to determine the minimum 
inhibitory concentration of propolis against some pathogenic bacteria and the 
action of propolis as a biopreservative in sausages, observing its effect on lifespan 
compared with sodium nitrite. 
2. Materials and methods 
2.1. Ethanolic extract of propolis (EEP) 
100 g of propolis were introduced in a precipitated glass, then 400 ml of ethanol 
96% were added. The mixture was shaken during two hours, and was left at rest 
overnight, and then it was filtered. The residue was subjected to a secondary 
extraction with the same proportions as the first one. Finally the two extracts were 
mixed and frozen to precipitate other compounds. The supernatant EEP was used 
to the assays and its solid concentration of 8% was established for the dry oven 
method. 
2.2 Strains and cultivation 
Strains used were Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Salmonella sp. And 
Clostridium sp. obtained in the microbiology laboratory of the Institute of Food 
Science and Technology-ICTA, National University of Colombia in Bogotá. 
Activation of Clostridium sp. was made in BHI broth (oxoid); Salmonella sp. was 
activated in nutritive broth (oxoid) according to ATCC 13076; S. aureus and E. coli 
were activated in TSB broth (merck) according to ATCC 25923 and ATCC 25922 
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respectively. The bacteria inoculum was prepared by suspending overnight 
colonies from their respective medium in broth. 
 
2.3 Test of diffusion - in vitro tests 
For analysis of the inhibitory activity of propolis, a diffusion test Mueller-Hinton 
agar was performed. It was inoculated 1 mL of each strain using the 0.5 in the 
MacFarland scale corresponding to a concentration of 1.5 X109 cells on the 
surface of the Mueller-Hinton agar. Discs of 6 mm in diameter were impregnated 
with three different concentrations of propolis 0.8, 1.2, 1.6 mg/ml and with 
ethanolic alcohol 96% as control. They were incubated for 48 hours and the 
inhibition zones were measured in each case. It was found that all three 
concentrations tested inhibited the growth of pathogens used; there was no 
significant difference in the inhibitory effect, so that the lowest concentration (0.8 
mg / ml) was selected to make the next part of the study. 
2.4 Sausage preparation 
Sausages  of 100 g were made; the raw materials used are presented in Table 1. 
Three treatments with the same formulation and three different preservatives were 
prepared: 1. EEP (0.8 mg / mL), 2. Sodium nitrite and sodium erythorbate. 3. 
Ethanolic alcohol 96% (control). 
The meat and fat were cut into pieces, then they were minced using Cutter 
with discs of 12 mm and were separated into three parts to mix with other 
ingredients. The respective preservative was added to each treatment. Finally, 
the sausages were stuffed into pork casings, tied and packaged in vacuum 
sealed bags and they were stored in the meat plant of ICTA, 50C and 89 - 93% 
relative humidity. 
2.5 Microbiological Analysis 
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Analyses were performed on days 0, 8, 16, and 24. 11g of each sample were 
mixed with 99ml of sterile peptone water and agitated in a Stomacher 400 by 
120s, thus obtaining the dilution 10-1, the dilutions were then made 10-2 and 10-3 
using sterile peptone water. The culture of aerobic mesophilic and psychrophilic 
were done on SPC agar (Merck), it was incubated at 37°C and 4°C for 48 hours 
and one week respectively; MPN of total coliforms and fecal BRILA broth (Merck) 
with bell Durham was incubated at 37oC and 44oC respectively for 48 hours and 
was proceeded to confirm the presence of E. coli on EMB agar (Merck), 
tryptophan broth (Merck), and the biochemical tests of RapidOne kit (Remel) and 
Gram were made. For the enumeration of coagulase positive Staphylococcus 
were inoculated the dilutions 10-2 and 10-3 on Baird Parker agar in surface 
(Merck), incubated at 37°C for 48 hours, then was made the coagulase test and 
Gram to the positive colonies. To the enumeration of the spores of Clostridium sp. 
was performed a heat shock to the dilutions 10-1 and 10-2, after they were cultured 
on agar SPS (Merck), and incubated at 37oC for 48 hours in anaerobic bell. To 
determine the presence of Salmonella sp. were used 25 g of each sample in 
nonselective pre-enrichment lactose broth (Oxoid), then 1ml of the lactose broth 
was introduced in selenite cystine (Oxoid) and tetrathionate (Oxoid) broth for 
selective enrichment. Finally, it was sowed on XLD agar (Oxoid) and Bismuth 
Sulfite (Merck), Gram and the RapidOne biochemical test kit (Remel) were made 
to confirm the presence. Analyses were performed according to the NTC 1325 
(INVIMA 2008) 
2.7 Sensory evaluation 
The hedonic method was used, which consisted in judge the quality of the fresh 
sausage by seven trained panelists. The color, odor, and taste attributes of the 
cooked fresh sausage were evaluated, also color and odor of the uncooked 
product. The score was based in a hedonic scale of nine points where: 1 
corresponds to a “dislike extremely” and, 9 to a “like extremely”. The 4 punctuation 
was assumed as the minimum value of acceptability (Suárez H., et al., 2008). 
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First, the test of the uncooked samples was performed, qualifying odor and color. 
Then it was made the test with cooked samples corresponding to the odor and 
taste attributes, avoiding the panelists to see the samples, to do not interfere with 
their decision due the absence of the red color. Finally, it was made the color test. 
3. Statistical analysis  
Data were analyzed with a two ways ANOVA for two factor design with 
interactions. It was made the multiple comparison among the treatments with 
Tukey´s test (p<0.05) using the R program version 2.12.2. In addition, there were 
made graphics to analyze the tendencies of microbial growth using the average of 
the repetitions. 
4. Results and discussion  
4.1 Microbiological Analysis 
4.1.1 In vitro results 
In Table 2 are shown the means of the inhibition zones obtained when using 
concentrations of 0.8, 1.2 and 1.6 mg / mL of EEP, it is observed that in all cases 
the substances are able to inhibit growth of pathogenic bacteria in comparison 
with control. 
By using the diffusion method to test the antagonism of the ethanol extract of 
propolis against Salmonella, E. coli, S. aureus and Clostridium, no significant 
differences (p> 0.05) between the tested concentrations of 0.8, 1.2 and 1.6 mg / 
ml. Therefore it was used the lowest concentration of 0.8mg/ml. Inhibition zones 
were observed from 8mm in diameter with the concentrations used. These were 
considered as evidence of inhibition zones according to (Chaillou & Nazareno, 
2009), who used the diffusion method, and reported antimicrobial activity against 
S. aureus of EEP from different regions of Argentina, they showed inhibition zones 
with diameters from 9mm, which were considered as significant antimicrobial 
activity. 
 69 
 
 
EEP concentration used in the sausages for 8mg/mL is within the range 
established by Lu et al. (2005), who performed the method of counting viable cells 
in the TCBS agar with different concentrations of propolis obtained from three 
regions of Taiwan in four months of sampling. They reported bactericidal activity 
from 0.75 to 1.2 mg/mL depending on the site and month of collection. EEP 
concentrations of 1.25 mg/mL have been reported with inhibitory activity for Gram-
positive, and 5 mg/mL for Gram negative (Mohammadzadeh, et al., 2007). These 
values are higher than those reported on this work. 
The determination of the minimum inhibitory concentration was done by Garedew, 
et al. (2004), who tested other concentrations of EEP from different countries in 
order to test the capacity of inhibiting certain bacteria and filamentous fungi. It was  
determined that the concentrations can vary between 0.005 and 0.5 mg/mL, the 
most resistant bacteria were E. coli and Micrococcus luteus, however the sample 
obtained in Colombia did not show bactericidal activity on the growth of E. coli, 
that differs from the present study in which the concentration from 0.8mg/ml 
showed inhibition zones. This inhibitory concentration is considered lower than the 
reported by Kalogeropoulos et al. (2009) who found that 5 mg/mL is able to inhibit 
the growth of E. coli, 2.5 mg/mL Salmonella typhymurium, and 1.5 mg/mL S. 
aureus. 
4.1.2. Results in the sausages 
In Figure 1 are presented the results of microbial growth in sausages according 
each treatment for 24 days of sampling. 
In Table 3 are shown the values of the microbiological counts of the raw sausages 
according to NTC1325. The results present an initial microbial load represented in 
aerobic mesophilic and psychrophilic, total and fecal coliforms without the 
presence of Escherichia coli, Salmonella sp., Clostridium sp. or Staphylococcus 
coagulase positive. In all three treatments is showed the presence of coliforms 
from raw materials. Fecal coliforms were found in low numbers, they showed 
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similar initial values 7.2, 7.3, and 3.6 MPN / g for T1, T2, and T3 respectively. The 
initial values of aerobic mesophilic were 5.06, 5.31, and 4.66 log CFU/g, and the 
values of psychrophilic of 4.12, 4.41, and 4.14 log CFU / g showing visible 
decrease throughout the storage time. 
The presence of coliforms in the samples during the sampling time has been also 
determined in other studies, which has been reported in raw materials as part of 
the microbiota of the meat of animals used as source and as a result of 
manipulation. The main genera found were Hafnia, Serratia, Enterobacter and 
Citrobacter, this coincides with results obtained for similar products (García 
Fontán, et al., 2007). Probably the contamination was during the marketing, it is 
even possible to consider the casing used for stuffing the sausages as a source of 
additional contamination and the temperature abuse during processing, because it 
was done at room temperature and not under cooling conditions. There were not 
found E. coli, Salmonella sp, Staphylococcus coagulase positive or spores of 
Clostridium sp. Non significant differences in time or between treatments in the 
growth of mesophilic aerobic microorganisms, psychrophiles, total and fecal 
coliforms (p> 0.05). This may be due to the high concentration of microorganisms 
in the initial stage and due to the absence of heat treatment. Other studies have 
reported antimicrobial activity of propolis on proteolytic and lipolytic bacteria using 
the concentration of 0.6% in raw sausages. Ali FH et al. (2010) reported higher 
counts than those reported in this paper. 
The results shown in the T1 treatment that aerobic mesophilic and psychrophilic 
bacteria decreased from the day 0 (initial values of 5.06 log cfu/g and 4.12 log 
cfu/g respectively) until day 16 when started to increased (3.65 log cfu/g and 3.95 
log cfu/g), that suggest the decrease in the inhibition ability of propolis since that 
time. The growth from day 16 suggests the reduction in the effectiveness of 
propolis as a bactericide, since the fat of the meat may eventually cover 
microorganisms and protect them from propolis, in this case we can consider to 
use higher concentrations as it has been observed in other studies (Orsi, et al., 
2005). Coliforms growth did not vary over the 24 days (1101 MPN/mL), thus it is 
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possible to deduce bacteriostatic activity in that case and a possible reduction of 
the effect, due to amount of microorganisms present. Fecal coliforms counts were 
low and declined since day 16, then we can establish reduction of fecal coliform 
counts in the presence of propolis in this case, showing bactericidal activity.  
T2 treatment showed a bacteriostatic behavior against aerobic mesophilic and 
coliforms besides bactericidal activity against psychrophiles. For fecal coliforms, 
was observed counts increased until day 16 when they began to decrease, due to 
the interaction of components and packaging system used to generate 
physicochemical changes of the product. 
T3 treatment showed a decrease in aerobic plate counts until day 8 and a slight 
increase until day 24. It was observed decrease of aerobic psychrophilic and fecal 
coliform. Total coliform counts did not change during the storage period. This 
behavior is attributed to the reduced oxygen packaging, which can stop the growth 
of aerobic bacteria at the end of sampling. On the other hand, it allows the 
fermentation of lactose by coliforms and anaerobic bacteria by the development of 
this environment lacking of sufficient oxygen, resulting in lactic acid production, 
which should cause a drop in pH. Also the possible presence of lactic acid 
bacteria have been reported as part of the microbiota feature of some similar 
products (García Fontán, et al., 2007; Kamdem, et al., 2007), where growth can 
be stimulated by anaerobic conditions generated by the vacuum packaging. 
The bacteriostatic action of EEP, that was observed until day 24 is higher than 
that reported by Garedew, et al. (2004) who used EEP at a concentration of 
0.6mg/mL in sausages and obtained activity until day 15, after that the counts 
increased with the time. 
4.1 Sensory evaluation 
Analyzes were performed every 8 days during three weeks in which the panelists 
responded to the surveys to assess the attributes of odor and color in raw 
sausages case, while odor, flavor, and color attributes in cooked sausages case. 
Table 4 shows the scores given by the panelists for each attribute and performed 
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ANOVA and multiple comparisons with Tukey's test (α = 0.05) to verify differences 
between treatments within each treatment and differences in the time. 
The panelists expressed their preference to the traditional color of the sausages 
as they emphasized the absence of red. However, this was not sufficient criterion 
for rejecting the raw or cooked over sampling. The flavor attribute was well 
qualified in the cooked product, the panelists in general considered that the 
sausages were well-seasoned, good appearance, and odor, which led the majority 
of scores, were found well above 4, which was the considered minimum 
acceptance. 
The sausages were cooked and fried for 20 minutes, ensuring cooking. Non 
significant differences between treatments (P> 0.05) were found. The color and 
flavor attributes improved over time and were reflected in some scores from some 
panelists with better scores, but the statistical test showed no difference. 
6. Conclusions 
The concentration used in the treatment with propolis (8mg/ml) exhibited 
bacteriostatic activity but not the bactericidal effect demonstrated in vitro, because 
using a real model of food can change the conditions This is due other variables 
such as proteins and fat can wrap and protect the microorganisms. It could be 
increased the concentrations and the amounts of the EEP to obtain the desired 
bactericidal effect. 
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Anexo 2:  
 
Highlights 
 
It was found the minimum inhibitory concentration of propolis against some 
pathogenic bacteria 
We analyzed the inhibitory activity of propolis versus sodium nitrite, in sausages 
The inhibitory activity of propolis is similar to the sodium nitrite effect 
We examined the sensory characteristics of sausages made with propolis 
We compared the sensory characteristics of sausages made with propolis and 
sodium nitrite 
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Anexo 3: 
 
Table 1. Raw materials used in the manufacture of sausages 
 Treatment 1 
(T1) 
Treatment 2 
(T2) 
Treatment 3 
(T3) 
Pig lean meat (%) 60  60  60  
Bovine lean meat (%) 20  20  20  
Pork back fat (%) 20  20  20  
Salt (g/Kg) 18  18  18  
Red pepper (g/Kg) 20 20  20  
Scallions (g/Kg) 25 25  25 
Garlic (g/Kg) 5 5  5  
Ground cumin (g/Kg) 1.5 1.5 1.5 
Ground white pepper (g/Kg) 2 2  2 
Sodium nitrite (g/Kg) - 0.2 - 
Sodium erythorbate (g/Kg) - 0.5 - 
Propolis (0.8 mg/ml) 15 ml/Kg - - 
Ethanolic alcohol 96% - - 15ml/Kg 
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Anexo 4: 
 
Table 2. Diameter of the inhibition of in vitro tests with propolis 
concentrations used 
  S. aureus 
Salmonella 
sp. E. coli 
Clostridium 
sp. 
0.8mg/mL 13,5±0,7a 17,5±2,1a 18,5±2,1a 11,5±1,4a 
1.2mg/mL 16±0.0a 16,5±0,7a 14,5±0,7a 17±0.0a 
1.6mg/mL 18±0.0a 16±1,4a 19±1,4a 20±0.0a 
Control 0±0.0b 0±0.0b 11±1,4b 0±0.0b 
     
a, b 
Values with different letters show significant differences (P<0.05) between them 
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Anexo 5: 
 
Table 3. Count of indicator microorganisms (log cfu / g) 
 T1    T2 T3 
Día 0 8 16 24 0 8 16 24 0 8 16 24 
                        
Totales 
coliformes 
1101
±0.0
a 
1101
±0.0
a 
1101
±0.0
a 
1101
±0.0
a 
1101
±0.0
a 
1101
±0.0
a 
1101
±0.0
a 
1101
±0.0
a 
1101
±0.0
a 
1101
±0.0
a 
1101±
0.0
a 
1101±
0.0
a 
Fecal  
coliforms  
7,2± 
0.0
a 
42 
±0.0
a 
29 
±0.0
a 
11 
±0.0
a 
7,3 
±0.0
a 
35 
±0.0
a 
43 
±0.0
a 
15 
±0.0
a 
3,6 
±0.0
a 
28 
±0.0
a 
52 
±0.0
a 
24 
±0.0
a 
Staphylococcus 
coagulase + 
- - - - - - - - - - - - 
Salmonella - - - - - - - - - - - - 
Clostridium - - - - - - - - - - - - 
Aerobic 
mesophilic 5,06±
10,6
a 
3,66±
12,7
a 
3,65±
43,8
a 
3,68±
19
a 
5,31±
18.3
a 
3,96±
37,4
a 
3,29±
10,6
a 
4,32±
14,8
a 
4,66±
0,7
a 
3,97±
30,4
a 
4,22± 
16,9
a 
3,91± 
62,2
a 
Aerobic 
psychrophilic 
4,12±
31,1
a 
3,42±
21
a 
3,95±
17,6
a 
2,4± 
10,6
a 
4,41±
5,65
a 
4,1± 
50,2
a 
2,6± 
17,6
a 
4,03± 
7,07
a 
4,14±
32,5
a 
3,77±
9,89
a 
3,06± 
31,1
a 
2,47± 
2,82
a 
T1: Sausages with propolis, T2: Sausages with sodium nitrite, T3: Control 
a 
Values with the same letter show non significant differences (p>0.05) between them 
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Anexo 6: 
 
Table 4. Scores obtained by the panelists for each attribute 
 
Day 0 Day 8 Day 16 Day 24 
 
CP CN CC CP CN CC CP CN CC CP CN CC 
Smell raw 6,9±1
a 
7,4±1
a
 6,9±1
a
 5,7±3
a
 6,7±1
a
 6,9±2
a
 7,6±1
a
 7,3±1
a
 7,6±1
a
 6,3±1
a
 6,1±2
a
 6,4±1
a
 
Color raw 6,9±2
a
 7,3±2
a
 6,3±2
a
 6,3±1
a
 7,3±1
a
 7,3±2
a
 7,1±1
a
 7,1±1
a
 7,4±1
a
 6,0±1
a
 6,4±2
a
 6,4±1
a
 
Smell cooked 6,4±2
a
 7,0±2
a
 7,0±2
a
 6,4±1
a
 6,9±2
a
 6,9±2
a
 6,7±1
a
 7,4±1
a
 6,3±2
a
 6,9±1
a
 7,0±1
a
 6,7±1
a
 
Taste cooked 6,6±2
a
 6,9±2
a
 7,3±1
a
 5,6±2
a
 7,0±2
a
 7,0±2
a
 5,9±2
a
 7,0±1
a
 7,0±2
a
 7,0±2
a
 7,1±1
a
 6,9±1
a
 
Color cooked 6,6±2
a
 6,6±2
a
 6,0±2
a
 7,0±2
a
 6,9±2
a
 6,7±1
a
 6,4±1
a
 7,0±2
a
 6,7±1
a
 6,7±0
a
 7,0±1
a
 6,6±1
a
 
CP: Sausages with propolis, CN: Sausages with sodium nitrite and sodium erythorbate, CC: Control 
a 
Values with the same letter show non significant differences (p>0.05) between them 
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Anexo 7: 
 
Figure 1  
 
Figure 1. Log CFU/g of aerobic mesophilic bacteria count, during the 24 days 
sampling the sausages. Treatments: ( ) with 0.8mg/ml propolis, ( ) with sodium 
nitrite, ( ) control with ethanolic alcohol 96%. 
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Anexo 8: 
 
Figure 2 
 
Figure 2. Log CFU/g of aerobic psychrophilic bacteria count, during the 24 days 
sampling the sausages. Treatments: ( ) with 0.8mg/ml propolis, ( ) with sodium 
nitrite, ( ) control with ethanolic alcohol 96%. 
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Anexo 9: 
 
Figure 3 
 
 
Figure 3. MPN of total coliforms during the 24 days sampling the sausages. 
Treatments: ( ) with 0.8mg/ml propolis, ( ) with sodium nitrite, ( ) control with 
ethanolic alcohol 96%. 
  
500 
700 
900 
1100 
0 8 16 24 
 85 
 
 
Anexo 19: 
Figure 4 
 
 
Figure 4. MPN of fecal coliforms during the 24 days sampling the sausages. 
Treatments: ( ) with 0.8mg/ml propolis, ( ) with sodium nitrite, ( ) control with 
ethanolic alcohol 96%. 
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Anexo 11: 
GUIDE FOR AUTHORS – Food Control 
Use of wordprocessing software  
 
It is important that the file be saved in the native format of the wordprocessor used. The text should 
be in single-column format. Keep the layout of the text as simple as possible. Most formatting codes 
will be removed and replaced on processing the article. In particular, do not use the wordprocessor's 
options to justify text or to hyphenate words. However, do use bold face, italics, subscripts, 
superscripts etc. When preparing tables, if you are using a table grid, use only one grid for each 
individual table and not a grid for each row. If no grid is used, use tabs, not spaces, to align columns. 
The electronic text should be prepared in a way very similar to that of conventional manuscripts (see 
also the Guide to Publishing with Elsevier: http://www.elsevier.com/guidepublication). Note that 
source files of figures, tables and text graphics will be required whether or not you embed your 
figures in the text. See also the section on Electronic artwork.  
To avoid unnecessary errors you are strongly advised to use the 'spell-check' and 'grammar-check' 
functions of your wordprocessor.  
 
Every page of the manuscript should be numbered. Lines must be numbered consecutively 
throughout the manuscript, not per page.  
 
Article structure  
 
Subdivision - numbered sections  
Divide your article into clearly defined and numbered sections. Subsections should be numbered 1.1 
(then 1.1.1, 1.1.2, ...), 1.2, etc. (the abstract is not included in section numbering). Use this 
numbering also for internal cross-referencing: do not just refer to 'the text'. Any subsection may be 
given a brief heading. Each heading should appear on its own separate line.  
 
Introduction  
State the objectives of the work and provide an adequate background, avoiding a detailed literature 
survey or a summary of the results.  
 
Material and methods  
Provide sufficient detail to allow the work to be reproduced. Methods already published should be 
indicated by a reference: only relevant modifications should be described.  
 
Theory/calculation  
A Theory section should extend, not repeat, the background to the article already dealt with in the 
Introduction and lay the foundation for further work. In contrast, a Calculation section represents a 
practical development from a theoretical basis.  
 
Results  
Results should be clear and concise.  
 
Discussion  
This should explore the significance of the results of the work, not repeat them. A combined Results 
and Discussion section is often appropriate. Avoid extensive citations and discussion of published 
literature.  
 
Conclusions  
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The main conclusions of the study may be presented in a short Conclusions section, which may stand 
alone or form a subsection of a Discussion or Results and Discussion section.  
 
Appendices  
If there is more than one appendix, they should be identified as A, B, etc. Formulae and equations in 
appendices should be given separate numbering: Eq. (A.1), Eq. (A.2), etc.; in a subsequent 
appendix, Eq. (B.1) and so on. Similarly for tables and figures: Table A.1; Fig. A.1, etc.  
 
Essential title page information  
 
• Title. Concise and informative. Titles are often used in information-retrieval systems. Avoid 
abbreviations and formulae where possible. 
• Author names and affiliations. Where the family name may be ambiguous (e.g., a double 
name), please indicate this clearly. Present the authors' affiliation addresses (where the actual work 
was done) below the names. Indicate all affiliations with a lower-case superscript letter immediately 
after the author's name and in front of the appropriate address. Provide the full postal address of 
each affiliation, including the country name and, if available, the e-mail address of each author. 
• Corresponding author. Clearly indicate who will handle correspondence at all stages of refereeing 
and publication, also post-publication. Ensure that telephone and fax numbers (with country 
and area code) are provided in addition to the e-mail address and the complete postal 
address. Contact details must be kept up to date by the corresponding author.  
• Present/permanent address. If an author has moved since the work described in the article was 
done, or was visiting at the time, a 'Present address' (or 'Permanent address') may be indicated as a 
footnote to that author's name. The address at which the author actually did the work must be 
retained as the main, affiliation address. Superscript Arabic numerals are used for such footnotes.  
 
Abstract  
 
A concise and factual abstract is required. The abstract should state briefly the purpose of the 
research, the principal results and major conclusions. An abstract is often presented separately from 
the article, so it must be able to stand alone. For this reason, References should be avoided, but if 
essential, then cite the author(s) and year(s). Also, non-standard or uncommon abbreviations should 
be avoided, but if essential they must be defined at their first mention in the abstract itself.  
 
Highlights  
 
Highlights are mandatory for this journal. They consist of a short collection of bullet points that 
convey the core findings of the article and should be submitted in a separate file in the online 
submission system. Please use 'Highlights' in the file name and include 3 to 5 bullet points (maximum 
85 characters, including spaces, per bullet point). See http://www.elsevier.com/highlights for 
examples.  
 
Keywords  
 
Immediately after the abstract, provide a maximum of 6 keywords, using American spelling and 
avoiding general and plural terms and multiple concepts (avoid, for example, 'and', 'of'). Be sparing 
with abbreviations: only abbreviations firmly established in the field may be eligible. These keywords 
will be used for indexing purposes.  
 
Abbreviations  
 
Define abbreviations that are not standard in this field in a footnote to be placed on the first page of 
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the article. Such abbreviations that are unavoidable in the abstract must be defined at their first 
mention there, as well as in the footnote. Ensure consistency of abbreviations throughout the article.  
 
Acknowledgements  
 
Collate acknowledgements in a separate section at the end of the article before the references and do 
not, therefore, include them on the title page, as a footnote to the title or otherwise. List here those 
individuals who provided help during the research (e.g., providing language help, writing assistance 
or proof reading the article, etc.).  
 
Units  
 
Follow internationally accepted rules and conventions: use the international system of units (SI). If 
other units are mentioned, please give their equivalent in SI.  
 
Database linking  
 
Elsevier aims at connecting online articles with external databases which are useful in their respective 
research communities. If your article contains relevant unique identifiers or accession numbers 
(bioinformatics) linking to information on entities (genes, proteins, diseases, etc.) or structures 
deposited in public databases, then please indicate those entities according to the standard explained 
below. 
Authors should explicitly mention the database abbreviation (as mentioned below) together with the 
actual database number, bearing in mind that an error in a letter or number can result in a dead link 
in the online version of the article. 
Please use the following format: Database ID: xxxx  
Links can be provided in your online article to the following databases (examples of citations are 
given in parentheses): 
•  ASTM: ASTM Standards Database (ASTM ID: G63) 
•  CCDC: Cambridge Crystallographic Data Centre (CCDC ID: AI631510) 
•  GenBank: Genetic sequence database at the National Center for Biotechnology Information 
(NCBI) (GenBank ID: BA123456) 
•  GEO: Gene Expression Omnibus (GEO ID: GSE27196; GEO ID: GPL5366; GEO ID: GSM9853) 
•  MI: EMBL-EBI OLS Molecular Interaction Ontology (MI ID: 0218) 
•  MINT: Molecular INTeractions database (MINT ID: 6166710) 
•  NCBI Taxonomy: NCBI Taxonomy Browser (NCBI Taxonomy ID: 48184) 
•  NCT: ClinicalTrials.gov (NCT ID: NCT00222573) 
•  OMIM: Online Mendelian Inheritance in Man (OMIM ID: 601240) 
•  PDB: Worldwide Protein Data Bank (PDB ID: 1TUP) 
•  TAIR: The Arabidopsis Information Resource database (TAIR ID: AT1G01020) 
•  UniProt: Universal Protein Resource Knowledgebase (UniProt ID: Q9H0H5)  
 
Math formulae  
 
Present simple formulae in the line of normal text where possible and use the solidus (/) instead of a 
horizontal line for small fractional terms, e.g., X/Y. In principle, variables are to be presented in 
italics. Powers of e are often more conveniently denoted by exp. Number consecutively any equations 
that have to be displayed separately from the text (if referred to explicitly in the text).  
 
Matematical and technical settings  
Use the appropriate number of significant figures to express your data - they should be justifiable 
and reflect the necessary level of accuracy of the method. A normal maximum should be 3 - e.g. 
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37.1, 2.53). Detailed mathematical discussion should be placed in an appendix. Equations and 
formulae should be typewritten. Equations should be numbered consecutively with Arabic numerals in 
parentheses on the right hand side of the page. Special symbols should be identified in the margin, 
and the meaning of all symbols should be explained in the text where they first occur. If you use 
several symbols, a list of definitions (not necessarily for publication) will help the editor. Type 
mathematical equations exactly as they should appear in print. Journal style for letter symbols is as 
follows: italic (indicated by underlining); constants, roman type; matrices and vectors, bold type 
(indicated by wavy underlining).  
 
Footnotes  
 
Footnotes should be used sparingly. Number them consecutively throughout the article, using 
superscript Arabic numbers. Many wordprocessors build footnotes into the text, and this feature may 
be used. Should this not be the case, indicate the position of footnotes in the text and present the 
footnotes themselves separately at the end of the article. Do not include footnotes in the Reference 
list.  
Table footnotes  
Indicate each footnote in a table with a superscript lowercase letter.  
 
Artwork  
 
Electronic artwork  
General points  
• Make sure you use uniform lettering and sizing of your original artwork.  
• Save text in illustrations as 'graphics' or enclose the font.  
• Only use the following fonts in your illustrations: Arial, Courier, Times, Symbol.  
• Number the illustrations according to their sequence in the text.  
• Use a logical naming convention for your artwork files.  
• Provide captions to illustrations separately.  
• Produce images near to the desired size of the printed version.  
• Submit each figure as a separate file.  
 
A detailed guide on electronic artwork is available on our website:  
http://www.elsevier.com/artworkinstructions  
You are urged to visit this site; some excerpts from the detailed information are given 
here.  
Formats  
Regardless of the application used, when your electronic artwork is finalised, please 'save as' or 
convert the images to one of the following formats (note the resolution requirements for line 
drawings, halftones, and line/halftone combinations given below):  
EPS: Vector drawings. Embed the font or save the text as 'graphics'.  
TIFF: Color or grayscale photographs (halftones): always use a minimum of 300 dpi.  
TIFF: Bitmapped line drawings: use a minimum of 1000 dpi.  
TIFF: Combinations bitmapped line/half-tone (color or grayscale): a minimum of 500 dpi is required.  
If your electronic artwork is created in a Microsoft Office application (Word, PowerPoint, Excel) then 
please supply 'as is'.  
Please do not:  
• Supply files that are optimised for screen use (e.g., GIF, BMP, PICT, WPG); the resolution is too 
low;  
• Supply files that are too low in resolution;  
• Submit graphics that are disproportionately large for the content.  
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Color artwork  
Please make sure that artwork files are in an acceptable format (TIFF, EPS or MS Office files) and 
with the correct resolution. If, together with your accepted article, you submit usable color figures 
then Elsevier will ensure, at no additional charge, that these figures will appear in color on the Web 
(e.g., ScienceDirect and other sites) regardless of whether or not these illustrations are reproduced in 
color in the printed version. For color reproduction in print, you will receive information 
regarding the costs from Elsevier after receipt of your accepted article. Please indicate your 
preference for color: in print or on the Web only. For further information on the preparation of 
electronic artwork, please see http://www.elsevier.com/artworkinstructions.  
Please note: Because of technical complications which can arise by converting color figures to 'gray 
scale' (for the printed version should you not opt for color in print) please submit in addition usable 
black and white versions of all the color illustrations.  
 
Figure captions  
Ensure that each illustration has a caption. Supply captions separately, not attached to the figure. A 
caption should comprise a brief title (not on the figure itself) and a description of the illustration. 
Keep text in the illustrations themselves to a minimum but explain all symbols and abbreviations 
used.  
 
Tables  
 
Number tables consecutively in accordance with their appearance in the text. Place footnotes to 
tables below the table body and indicate them with superscript lowercase letters. Avoid vertical rules. 
Be sparing in the use of tables and ensure that the data presented in tables do not duplicate results 
described elsewhere in the article.  
 
References  
 
Citation in text  
Please ensure that every reference cited in the text is also present in the reference list (and vice 
versa). Any references cited in the abstract must be given in full. Unpublished results and personal 
communications are not recommended in the reference list, but may be mentioned in the text. If 
these references are included in the reference list they should follow the standard reference style of 
the journal and should include a substitution of the publication date with either 'Unpublished results' 
or 'Personal communication'. Citation of a reference as 'in press' implies that the item has been 
accepted for publication.  
 
Web references  
As a minimum, the full URL should be given and the date when the reference was last accessed. Any 
further information, if known (DOI, author names, dates, reference to a source publication, etc.), 
should also be given. Web references can be listed separately (e.g., after the reference list) under a 
different heading if desired, or can be included in the reference list.  
 
References in a special issue  
Please ensure that the words 'this issue' are added to any references in the list (and any citations in 
the text) to other articles in the same Special Issue.  
 
Reference management software  
This journal has standard templates available in key reference management packages EndNote (
http://www.endnote.com/support/enstyles.asp) and Reference Manager (
 http://refman.com/support/rmstyles.asp). Using plug-ins to wordprocessing packages, authors only 
need to select the appropriate journal template when preparing their article and the list of references 
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and citations to these will be formatted according to the journal style which is described below.  
 
Reference style  
Text: Citations in the text should follow the referencing style used by the American Psychological 
Association. You are referred to the Publication Manual of the American Psychological Association, 
Sixth Edition, ISBN 978-1-4338-0561-5, copies of which may be ordered from
 http://books.apa.org/books.cfm?id=4200067 or APA Order Dept., P.O.B. 2710, Hyattsville, MD 
20784, USA or APA, 3 Henrietta Street, London, WC3E 8LU, UK.  
List: references should be arranged first alphabetically and then further sorted chronologically if 
necessary. More than one reference from the same author(s) in the same year must be identified by 
the letters 'a', 'b', 'c', etc., placed after the year of publication.  
Examples:  
Reference to a journal publication:  
Van der Geer, J., Hanraads, J. A. J., & Lupton, R. A. (2010). The art of writing a scientific 
article. Journal of Scientific Communications, 163, 51–59.  
Reference to a book:  
Strunk, W., Jr., & White, E. B. (2000). The elements of style. (4th ed.). New York: Longman, 
(Chapter 4).  
Reference to a chapter in an edited book:  
Mettam, G. R., & Adams, L. B. (2009). How to prepare an electronic version of your article. In B. S. 
Jones, & R. Z. Smith (Eds.),Introduction to the electronic age (pp. 281–304). New York: E-Publishing 
Inc.  
 
Journal abbreviations source  
Journal names should be abbreviated according to  
Index Medicus journal abbreviations:  http://www.nlm.nih.gov/tsd/serials/lji.html;  
List of title word abbreviations:  http://www.issn.org/2-22661-LTWA-online.php;  
CAS (Chemical Abstracts Service):  http://www.cas.org/sent.html.  
 
Video data  
 
Elsevier accepts video material and animation sequences to support and enhance your scientific 
research. Authors who have video or animation files that they wish to submit with their article are 
strongly encouraged to include these within the body of the article. This can be done in the same way 
as a figure or table by referring to the video or animation content and noting in the body text where 
it should be placed. All submitted files should be properly labeled so that they directly relate to the 
video file's content. In order to ensure that your video or animation material is directly usable, please 
provide the files in one of our recommended file formats with a preferred maximum size of 50 MB. 
Video and animation files supplied will be published online in the electronic version of your article in 
Elsevier Web products, including ScienceDirect:  http://www.sciencedirect.com. Please supply 
'stills' with your files: you can choose any frame from the video or animation or make a separate 
image. These will be used instead of standard icons and will personalize the link to your video data. 
For more detailed instructions please visit our video instruction pages 
at http://www.elsevier.com/artworkinstructions. Note: since video and animation cannot be 
embedded in the print version of the journal, please provide text for both the electronic and the print 
version for the portions of the article that refer to this content.  
 
Supplementary data  
 
Elsevier accepts electronic supplementary material to support and enhance your scientific research. 
Supplementary files offer the author additional possibilities to publish supporting applications, high-
resolution images, background datasets, sound clips and more. Supplementary files supplied will be 
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published online alongside the electronic version of your article in Elsevier Web products, including 
ScienceDirect:  http://www.sciencedirect.com. In order to ensure that your submitted material is 
directly usable, please provide the data in one of our recommended file formats. Authors should 
submit the material in electronic format together with the article and supply a concise and descriptive 
caption for each file. For more detailed instructions please visit our artwork instruction pages 
athttp://www.elsevier.com/artworkinstructions.  
 
Submission checklist  
 
The following list will be useful during the final checking of an article prior to sending it to the journal 
for review. Please consult this Guide for Authors for further details of any item.  
Ensure that the following items are present:  
One author has been designated as the corresponding author with contact details:  
• E-mail address  
• Full postal address  
• Telephone and fax numbers  
All necessary files have been uploaded, and contain:  
• Keywords  
• All figure captions  
• All tables (including title, description, footnotes)  
Further considerations  
• Manuscript has been 'spell-checked' and 'grammar-checked'  
• References are in the correct format for this journal  
• All references mentioned in the Reference list are cited in the text, and vice versa  
• Permission has been obtained for use of copyrighted material from other sources (including the 
Web)  
• Color figures are clearly marked as being intended for color reproduction on the Web (free of 
charge) and in print, or to be reproduced in color on the Web (free of charge) and in black-and-white 
in print  
• If only color on the Web is required, black-and-white versions of the figures are also supplied for 
printing purposes  
For any further information please visit our customer support site at  http://support.elsevier.com.  
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Abstract 
The bioactive compounds of propolis can be an option instead the utilization of 
nitrite in meat products. It was used an ethanolic extract of propolis (EEP) to 
prepare fresh sausage without sodium nitrite addition. The treatments were: (1) 
EEP 8mg/ml; (2) 0.2g/Kg sodium nitrite; (3) ethanolic alcohol 96% (control). Non 
significant differences were found among the three treatments (P>0.05) in pH and 
TVB-N. Significant differences (P<0.05) were found in the amount of TBA. Non 
significant differences were found in the sensory evaluation (P>0.05). The results 
suggest that propolis can replace nitrites due to its antioxidant capacity. Its control 
in the TVB-N production is very similar between both commponents, the same 
happens with the sensory acceptation. 
Key words: Propolis, antioxidant, decarboxylation, sensorial characteristics 
1. Introduction 
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Chorizo is a meat product (sausage) of massive consume in Colombia.  Bovine 
and porcine meat, porcine fat, and also some species are used are added for its 
elaboration. According to the Colombian technical standard (NTC) the “chorizo” 
must not have more than 200mg/Kg of nitrite, which means that nitrite is still used 
in low concentrations as preservative and color precursor in the sausages 
commercialized in the country. 
Chemical changes, for instance, the lipid autooxidation, can decrease the quality 
of the meat products. They generates undesirables odor, color, smell, and flavor 
and even reducing the nutritional value (Fernández, et al., 1997). Another quality 
indicator is the amount of nitrogen volatile bases (TVB-N). The bases majorly 
contain ammonium, trimetilamine, and dimetilamina. The increase in the amount 
of TVB-N is associated with the spoilage, either for bacteria action or for the 
endogen enzymes. Therefore, it is a referent of freshness (Cai, et al., 2011). The 
bacteria contamination decreases the quality of the product and also can 
represent danger to the consumer health. 
Some additives used as antioxidants and preservatives have proved be unhealthy 
to the consumers, increasing the interest to develop natural additives. The 
utilization of the sodium nitrite has been common as a chemical preservative, due 
it acts as antioxidant agent, reductor, or nitrosilant. Nitrite is converted in different 
compounds as nitrous acid, nitric oxid, and nitrate (Honikel, 2008). Nitrite can 
react with the sulfhydryl of the proteins and finally release nitric oxid (Pegg & 
Shahidi, 2004). The nitric oxid can inhibit the growing of Clostridium botulinum. 
Nevertheless, it is known that nitrites react with the biogen amines produced for 
the descarboxilation of some aminoacids (Drabik-Markiewicz, et al., 2011), then it 
make up nitrogenated compounds  known as cancer precursors (Souliotis, et al., 
2002). 
Propolis is a resinous natural product, collected by honeybees from the plant 
secretions in bulbs and leaves. It is used to cover their hives and protect them 
(Kalogeropoulos, et al., 2009). The propolis composition is 45% of resins, 30% of 
wax and fat acids, 10% of essential oils, 5% of pollen, and 10% of organic 
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compounds and minerals. During the extraction with ethanol the wax and the 
organic wastes are removed and it is obtained the ethanolic extract of propolis 
(EEP) with all the bioactive constituents. More than 300 components have been 
observed, such as terpenoids, flavonoids, phenolic acids, steroids, sugars, amino 
acid, among others. Propolis is known as an antioxidant agent, antibacterial, 
antifungal, antiviral, anti-inflammatory, antitumor, hepatoprotector, local 
anesthetic, inmunoestimulator, and antimutagenic (Tylkowski, et al., 2010). 
The purpose of this work is the evaluation of the antioxidant characteristics of 
propolis used in the sausages elaboration, also to verify the amount of nitrogen 
volatile bases as indicator of the microbial contamination of the products and 
compare these results with the sensory evaluation. 
 
2. Materials and methods 
2.1. Ethanolic extract of propolis (EEP) 
100 g of propolis were introduced in a precipitated glass, then 400 mL of ethanol 
96% were added. The mixture was shaken during two hours, and it was left at rest 
overnight, and then it was filtered. The residue was subjected to a secondary 
extraction with the same proportions as the first one. Finally the two extracts were 
mixed and frozen to precipitate other compounds. The supernatant EEP was used 
for the tests and its solid concentration of 8% was established for the dry oven 
method. 
2.2 Elaboration of the fresh sausage  
Fresh sausages of 100 g were made. The ingredients were porcine meat (60%), 
bovine meat (20%), and porcine fat (20%). Three treatments were made using the 
same formulation; the unique difference was the preservative: 1) EEP 0.8 mg/mL; 
2) sodium nitrite 0.2 g/kg and, sodium erythorbate 0.5 g/kg, and 3) ethanolic 
alcohol 96% 15 mL/kg as control. 
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The meat and fat were cut into pieces, then they were minced using Cutter 
with discs of 12 mm and were separated into three parts to mix with other 
ingredients. The respective preservative was added to each treatment. Finally, 
the sausages were stuffed into pork casings, tied and packaged in vacuum 
sealed bags and they were stored in the meat plant of ICTA, 50C and 89 - 93% 
relative humidity. 
 
2.3 Physicochemical analysis  
2.3.1 pH 
The measure of pH was performed using a potentiometer fitted with a combined 
electrode. Three different measurements were made for each sample by direct 
insertion  
2.3.2 Determination of total volatile bases nitrogen (TVB-N) 
10 g of each sample, 2 g of magnesium oxide, and 150 mL of distillated water 
were added in a distillation balloon. The mixture was distillated and recollected in 
a boric acid solution 3% until to complete almost 100 mL of volume. Three drops 
of indicator Tashiro were added to the distillate. Finally the distillate was valuated 
with HCl 0.1 N.  
The amount of TVB-N in mg/100 g of sample was calculated from the volume (V) 
of the added hydrochloric acid and its concentration (C) using the next equation 
(Eq. (1)). 
            %mg TVB – N = (V x C x 14 x 100) / 10    (1) 
 
2.3.3 TBA (thiobarbituric acid) determination 
10 g of chorizo were mixed with 50 mL of distilled water in a blender. The mixture 
was transferred to a distillation balloon, and the remainder was washed with 47.5 
of distillated water, and was transferred to the distillation balloon. 2.5 mL of HCl 4 
98 EVALUACIÓN DEL EFECTO DE PROPOLEOS COMO BIOPRESERVANTE  EN CHORIZO  
 
 
N and some drops of antifoam silicone were added. It was distillated during 10 
minutes until to collecte 50 ml. 
5 ml of the distillated product were placed in a test tube. 5 mL of TBA solution 0.02 
M were added to the tube. It was capped and heated in boiling water bath during 
35 minutes. The product was transferred to a tray to measure the absorbance at 
532 nm in an spectrophotometer UV-Vis, Jasco 530. The results were expressed 
as mg of malonaldehyde per kilogram in comparison with the calibration curve 
constructed with 1,1,3,3-tetramethoxypropane. 
2.4 Sensory evaluation 
The hedonic method was used, which consisted in judge the quality of the fresh 
sausage by seven trained panelists. The color, odor, and taste attributes of the 
cooked fresh sausage were evaluated, also color and odor of the uncooked 
product. The score was based in a hedonic scale of nine points where: 1 
corresponds to a “dislike extremely” and, 9 to a “like extremely”. The 4 punctuation 
was assumed as the minimum value of acceptability (Suárez H., et al., 2008). 
First, the test of the uncooked samples was performed, qualifying odor and color. 
Then it was made the test with cooked samples corresponding to the odor and 
taste attributes, avoiding the panelists to see the samples, to do not interfere with 
their decision due the absence of the red color. Finally, it was made the color test. 
3. Statistical analysis  
Data from physicochemical and sensory test were analyzed with a two ways 
ANOVA for two factor design with interactions. It was made the multiple 
comparison among the treatments with Tukey´s test (P<0.05) using the R program 
version 2.12.2 
4. Results 
4.1 Physicochemical analysis 
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In the table 1 are shown the pH, nitrogen volatile bases (TVB-N), and tiobarbituric 
acid (TBA) values. Acid values were observed in all the cases, they decreased 
since the eight day of storage and started to increase at day 24. pH of treatment 1 
presented the lower values. TVB-N increased in the three treatments, however it 
was observed that the treatment 1 showed lower values during all the time. The 
TBA also increased in the three treatments. Treatment 2 presented the lower 
values, followed by the treatment 1. 
4.2 Sensory evaluation 
The sausages were cooked and fried during 20 minutes to make sure they were 
cooked. Panelists tasted the sausages and answered the surveys valuating the 
attributes mentioned above during four weeks, each eight days. The panelists 
showed their preference for the traditional red color, they commented about its 
absence. However, it was not enough reason to reject the product raw or cooked 
each day of the test. Taste was qualified good in the cooked product and the 
panelists considered that the appearance and odor were good. For this reason the 
majority of scores were upper four, which were considered as the acceptation 
value. 
5. Discussion 
The figure 1 shows the graphical representation of the values obtained to the 
physicochemical analysis during the 24 days sampling. 
(Nychas, et al., 2008) reported the inicial pH of the raw material of sausages 
between 5.4 and 5.5, this acid value is due to the post-mortem glycolysis 
generated by the proteolytic and lipolytic enzimes own of the meat. Microbial 
activity also can generate acid conditions. Those reported values of pH are very 
close to those obtained in the sausages of the present work at day 0. The 
observed behavior along the storage coincides with the proposed by Nychas et 
al., (2008). It was observed a decrease of the pH in the three cases at day 8, wich 
suggests the presence of acid lactic bacteria. They are able to grow under 
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anaerobic conditions generated by the vacuum packing, this development produce 
lactic acid which is the responsible of the pH reduction.  Since day 16 the pH 
started to increase in T2 and T1, it was due to the enzymatic denaturalization that 
affects it as time passe in the storage. 
An increase in the TVB-N was observed. Those bases are the product of the 
decarboxylation of the proteins made by decarboxylase enzymes of the 
microorganisms present in the meat, which is used as a raw material and in low 
proportion by the endogen enzymes present in the muscle. Non significant 
differences were found in the three treatments (P>0.05). At day 24, T1 presented 
37.8 TVB-N mg/100, this value was major than the reported by (Ali FH, 2010) after 
21 days of storage (19.3 TVB-N mg/100 g). However T1 presented the lower 
amount among the three treatments. It was observed a correlation between the 
increases of the BVT-N with the increase of the pH of the day 16 in T1and T2. It 
suggests that the presence of microorganisms could stay until the final of storage 
and participate in the decarboxylation besides the endogen enzymes. 
The TBA values showed that lipid oxidation increased until day 24 and significant 
differences among treatments (P<0.05) were observed. T1 and T2 showed the 
lower increment in contrast with control, demonstrating the antioxidant activity of 
propolis reported by (Chaillou & Nazareno, 2009) and (Choi, et al., 2006). T1 
presented the slower increase, followed by T2. The TBA results showed low 
values in contrast with previous studies (Tang, et al., 2001) where they reported 
values of 16.83 and 6.07 mg of malonaldehyde (MDA)/Kg for bovine and pig meat 
respectively after ten days of storage. In the present study it was observed 0.358 
mg MDA/Kg after 24 days of storage. Ali FH (2010) reported 0.89 mg MDA/Kg 
after 21 days of storage in sausages.   (Kalogeropoulos, et al., 2009) determined 
the main compounds responsible of the antioxidant action of propolis from Greece 
and Cyprus, which were phenolic acids, anthraquinones, and flavonoids. Also 
(Ahn, et al., 2007) found that polyphenols are the main compounds present in 
propolis from China, with capacity of act as antioxidant agent. 
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Non significant differences were found in the sensory evaluation among the 
treatments (P>0.05). A scale from 1 to 9 was considered, where the scores over 4 
were considered as acceptation by the panelists. Color and taste attributes, 
improved with the pass of time and obtained better scores. However, the statistical 
test does not showed any differences. 
Panelists commented on the different color as a feature that not disqualifies the 
product, but it could be improved due to the difference with the color of traditional 
sausage. According to (Sebranek & Bacus, 2007), it is possible to use the natural 
sources of nitrite as the celery or introduce microorganisms nitrate-reducing which 
may help in the color formation. These can be the acid lactic bacteria, which can 
act as starter in fermentation of meat products (Zhang, et al., 2007) and are 
resistant to the antimicrobial action of propolis (Kalogeropoulos, et al., 2009). 
Finally, a mixture, in which is possible to take advantage the antioxidant and 
antimicrobial capacity of propolis, would be obtained retaining most part of the 
traditional organoleptic characteristics. With respect to taste, most of consumers 
did not detect differences and did not made suggestions. 
6. Conclusions 
The EEP used in the preparation of sausages showed an antioxidant capacity 
similar to the sodium nitrite used traditionally as curing agent and preservative. 
Propolis is able to control the formation of TVB-N. For this reason, it is assumed 
its control over the growth of the microorganisms and also retarded the protein 
degradation. The sensory characteristics of the sausages with EEP are accepted 
by the consumers, which only suggest improving the color. 
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Anexo 14: 
 
Highlights 
 
We evaluated the concentration of nitrogen bases volatile of sausages prepared 
with propolis 
We evaluated the antioxidant activity of propolis in chorizos 
We examined the sensory characteristics of sausages made with propolis 
We compared the sensory characteristics of sausages made with propolis and 
sodium nitrite 
Sausages made with propolis presented the almost all traditional organoleptic 
characteristics 
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Anexo 15: 
 
Table 1. Physicochemical analysis of the three treatments 
 
 T1 T2 T3 
Day 0 8 16 24 0 8 16 24 0 8 16 24 
pH 5,77a 5,03a 5,13a 4,73a 5,91a 5,31a 5,35a 5,58a 5,82a 5,13a 5,19a 5,23a 
TVB-N, 
mg/100 g 
16,8
a 
28,7
a 
33,2
a 
37,8
a 
19,2
a 
29,4
a 
35
a 
41,3
a 
19,6
b 
28
b 
34,3
b 
38,8
b 
TBA, 
mg/kg 
0,098
a 
0,184
a 
0,256
a 
0,358
a 
0,097
a 
0,138
a 
0,207
a 
0,346
a 
0,096
a 
0,3
a 
0,36
a 
0,468
a 
T1: Sausages with propolis, T2: Sausages with sodium nitrite, T3: Control 
a, b 
Values with different letters show significant differences (P<0.05) between them 
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Anexo 16: 
 
Table 2. Sensory evaluation scores 
 
Day 0 Day 8 Day 16 Day 24 
 
CP CN CC CP CN CC CP CN CC CP CN CC 
Smell raw 6,9±1a 7,4±1a 6,9±1a 5,7±3a 6,7±1a 6,9±2a 7,6±1a 7,3±1a 7,6±1a 6,3±1a 6,1±2a 6,4±1a 
Color raw 6,9±2a 7,3±2a 6,3±2a 6,3±1a 7,3±1a 7,3±2a 7,1±1a 7,1±1a 7,4±1a 6,0±1a 6,4±2a 6,4±1a 
Odor 
cooked 6,4±2a 7,0±2a 7,0±2a 6,4±1a 6,9±2a 6,9±2a 6,7±1a 7,4±1a 6,3±2a 6,9±1a 7,0±1a 6,7±1a 
Taste 
cooked 6,6±2a 6,9±2a 7,3±1a 5,6±2a 7,0±2a 7,0±2a 5,9±2a 7,0±1a 7,0±2a 7,0±2a 7,1±1a 6,9±1a 
Color 
cooked 6,6±2a 6,6±2a 6,0±2a 7,0±2a 6,9±2a 6,7±1a 6,4±1a 7,0±2a 6,7±1a 6,7a 7,0±1a 6,6±1a 
CP: sausages with propolis, CN: sausages with sodium nitrite and sodium erythorbate 
a
Values with the same letter show non significant differences (P>0.05) between them 
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Anexo 17: 
 
Figure 1. Physicochemical analysis of sausages during the 24 days of the 
sampling with the different treatments. Treatments: ( ) with propolis, ( ) with 
sodium nitrite, ( ) control with ethanolic alcohol 96%. ((A) pH, (B) nitrogen volatile 
bases, (C) tiobarbituric acid). 
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Anexo 18: 
 
Figure 1. 
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Anexo 19: 
 
GUIDE FOR AUTHORS – LWT Food Science and technology 
Use of wordprocessing software  
 
It is important that the file be saved in the native format of the wordprocessor used. The text should 
be in single-column format. Keep the layout of the text as simple as possible. Most formatting codes 
will be removed and replaced on processing the article. In particular, do not use the wordprocessor's 
options to justify text or to hyphenate words. However, do use bold face, italics, subscripts, 
superscripts etc. When preparing tables, if you are using a table grid, use only one grid for each 
individual table and not a grid for each row. If no grid is used, use tabs, not spaces, to align columns. 
The electronic text should be prepared in a way very similar to that of conventional manuscripts (see 
also the Guide to Publishing with Elsevier: http://www.elsevier.com/guidepublication). Note that 
source files of figures, tables and text graphics will be required whether or not you embed your 
figures in the text. See also the section on Electronic artwork.  
To avoid unnecessary errors you are strongly advised to use the 'spell-check' and 'grammar-check' 
functions of your wordprocessor.  
 
All lines must be consecutively numbered throughout the manuscript.  
 
Article structure  
 
Subdivision - numbered sections  
Divide your article into clearly defined and numbered sections. Subsections should be numbered 1.1 
(then 1.1.1, 1.1.2, ...), 1.2, etc. (the abstract is not included in section numbering). Use this 
numbering also for internal cross-referencing: do not just refer to 'the text'. Any subsection may be 
given a brief heading. Each heading should appear on its own separate line.  
 
Introduction  
State the objectives of the work and provide an adequate background, avoiding a detailed literature 
survey or a summary of the results.  
 
Material and methods  
Provide sufficient detail to allow the work to be reproduced. Methods already published should be 
indicated by a reference: only relevant modifications should be described.  
 
Results  
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Results should be clear and concise.  
 
Discussion  
This should explore the significance of the results of the work, not repeat them. A combined Results 
and Discussion section is often appropriate. Avoid extensive citations and discussion of published 
literature.  
 
Conclusions  
The main conclusions of the study may be presented in a short Conclusions section, which may stand 
alone or form a subsection of a Discussion or Results and Discussion section.  
 
Appendices  
If there is more than one appendix, they should be identified as A, B, etc. Formulae and equations in 
appendices should be given separate numbering: Eq. (A.1), Eq. (A.2), etc.; in a subsequent 
appendix, Eq. (B.1) and so on. Similarly for tables and figures: Table A.1; Fig. A.1, etc.  
Essential title page information  
• Title. Concise and informative. Titles are often used in information-retrieval systems. Avoid 
abbreviations and formulae where possible. 
• Author names and affiliations. Where the family name may be ambiguous (e.g., a double 
name), please indicate this clearly. Present the authors' affiliation addresses (where the actual work 
was done) below the names. Indicate all affiliations with a lower-case superscript letter immediately 
after the author's name and in front of the appropriate address. Provide the full postal address of 
each affiliation, including the country name and, if available, the e-mail address of each author. 
• Corresponding author. Clearly indicate who will handle correspondence at all stages of refereeing 
and publication, also post-publication. Ensure that telephone and fax numbers (with country 
and area code) are provided in addition to the e-mail address and the complete postal 
address. Contact details must be kept up to date by the corresponding author.  
• Present/permanent address. If an author has moved since the work described in the article was 
done, or was visiting at the time, a 'Present address' (or 'Permanent address') may be indicated as a 
footnote to that author's name. The address at which the author actually did the work must be 
retained as the main, affiliation address. Superscript Arabic numerals are used for such footnotes.  
 
Abstract  
 
A concise and factual abstract is required. The abstract should state briefly the purpose of the 
research, the principal results and major conclusions. An abstract is often presented separately from 
the article, so it must be able to stand alone. For this reason, References should be avoided, but if 
essential, then cite the author(s) and year(s). Also, non-standard or uncommon abbreviations should 
be avoided, but if essential they must be defined at their first mention in the abstract itself.  
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Abstracts should not exceed 200 words for research papers and notes, or 300 words for reviews  
 
Highlights  
 
Highlights are mandatory for this journal. They consist of a short collection of bullet points that 
convey the core findings of the article and should be submitted in a separate file in the online 
submission system. Please use 'Highlights' in the file name and include 3 to 5 bullet points (maximum 
85 characters, including spaces, per bullet point). See http://www.elsevier.com/highlights for 
examples.  
 
Keywords  
 
Immediately after the abstract, provide a maximum of 6 keywords, using British spelling and 
avoiding general and plural terms and multiple concepts (avoid, for example, 'and', 'of'). Be sparing 
with abbreviations: only abbreviations firmly established in the field may be eligible. These keywords 
will be used for indexing purposes.  
 
If possible the Food Science and Technology Abstracts (FSTA) Thesaurus should be used (IFIS Publ., 
Shinfield, Reading RG2 9BB, UK http://www.foodScienceCentral.com).  
 
Abbreviations  
 
Define abbreviations that are not standard in this field in a footnote to be placed on the first page of 
the article. Such abbreviations that are unavoidable in the abstract must be defined at their first 
mention there, as well as in the footnote. Ensure consistency of abbreviations throughout the article.  
 
Acknowledgements  
 
Collate acknowledgements in a separate section at the end of the article before the references and do 
not, therefore, include them on the title page, as a footnote to the title or otherwise. List here those 
individuals who provided help during the research (e.g., providing language help, writing assistance 
or proof reading the article, etc.).  
 
Units  
 
Follow internationally accepted rules and conventions: use the international system of units (SI). If 
other units are mentioned, please give their equivalent in SI.  
 
Do not use %, ppm, M, N, etc. as units for concentrations. If analytical data are reported, replicate 
analyses must have been carried out and the number of replications must be stated.  
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Database linking  
 
Elsevier aims at connecting online articles with external databases which are useful in their respective 
research communities. If your article contains relevant unique identifiers or accession numbers 
(bioinformatics) linking to information on entities (genes, proteins, diseases, etc.) or structures 
deposited in public databases, then please indicate those entities according to the standard explained 
below. 
Authors should explicitly mention the database abbreviation (as mentioned below) together with the 
actual database number, bearing in mind that an error in a letter or number can result in a dead link 
in the online version of the article. 
Please use the following format: Database ID: xxxx  
Links can be provided in your online article to the following databases (examples of citations are 
given in parentheses): 
•  ASTM: ASTM Standards Database (ASTM ID: G63) 
•  CCDC: Cambridge Crystallographic Data Centre (CCDC ID: AI631510) 
•  GenBank: Genetic sequence database at the National Center for Biotechnology Information 
(NCBI) (GenBank ID: BA123456) 
•  GEO: Gene Expression Omnibus (GEO ID: GSE27196; GEO ID: GPL5366; GEO ID: GSM9853) 
•  MI: EMBL-EBI OLS Molecular Interaction Ontology (MI ID: 0218) 
•  MINT: Molecular INTeractions database (MINT ID: 6166710) 
•  NCBI Taxonomy: NCBI Taxonomy Browser (NCBI Taxonomy ID: 48184) 
•  NCT: ClinicalTrials.gov (NCT ID: NCT00222573) 
•  OMIM: Online Mendelian Inheritance in Man (OMIM ID: 601240) 
•  PDB: Worldwide Protein Data Bank (PDB ID: 1TUP) 
•  TAIR: The Arabidopsis Information Resource database (TAIR ID: AT1G01020) 
•  UniProt: Universal Protein Resource Knowledgebase (UniProt ID: Q9H0H5)  
 
Math formulae  
 
Present simple formulae in the line of normal text where possible and use the solidus (/) instead of a 
horizontal line for small fractional terms, e.g., X/Y. In principle, variables are to be presented in 
italics. Powers of e are often more conveniently denoted by exp. Number consecutively any equations 
that have to be displayed separately from the text (if referred to explicitly in the text).  
 
Footnotes  
 
Footnotes should be used sparingly. Number them consecutively throughout the article, using 
superscript Arabic numbers. Many wordprocessors build footnotes into the text, and this feature may 
be used. Should this not be the case, indicate the position of footnotes in the text and present the 
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footnotes themselves separately at the end of the article. Do not include footnotes in the Reference 
list.  
Table footnotes  
Indicate each footnote in a table with a superscript lowercase letter.  
 
Artwork  
 
Electronic artwork  
General points  
• Make sure you use uniform lettering and sizing of your original artwork.  
• Save text in illustrations as 'graphics' or enclose the font.  
• Only use the following fonts in your illustrations: Arial, Courier, Times, Symbol.  
• Number the illustrations according to their sequence in the text.  
• Use a logical naming convention for your artwork files.  
• Provide captions to illustrations separately.  
• Produce images near to the desired size of the printed version.  
• Submit each figure as a separate file.  
 
A detailed guide on electronic artwork is available on our website:  
http://www.elsevier.com/artworkinstructions  
You are urged to visit this site; some excerpts from the detailed information are given 
here.  
Formats  
Regardless of the application used, when your electronic artwork is finalised, please 'save as' or 
convert the images to one of the following formats (note the resolution requirements for line 
drawings, halftones, and line/halftone combinations given below):  
EPS: Vector drawings. Embed the font or save the text as 'graphics'.  
TIFF: Color or grayscale photographs (halftones): always use a minimum of 300 dpi.  
TIFF: Bitmapped line drawings: use a minimum of 1000 dpi.  
TIFF: Combinations bitmapped line/half-tone (color or grayscale): a minimum of 500 dpi is required.  
If your electronic artwork is created in a Microsoft Office application (Word, PowerPoint, Excel) then 
please supply 'as is'.  
Please do not:  
• Supply files that are optimised for screen use (e.g., GIF, BMP, PICT, WPG); the resolution is too 
low;  
• Supply files that are too low in resolution;  
• Submit graphics that are disproportionately large for the content.  
 
Color artwork  
Please make sure that artwork files are in an acceptable format (TIFF, EPS or MS Office files) and 
114 EVALUACIÓN DEL EFECTO DE PROPOLEOS COMO BIOPRESERVANTE  EN CHORIZO  
 
 
with the correct resolution. If, together with your accepted article, you submit usable color figures 
then Elsevier will ensure, at no additional charge, that these figures will appear in color on the Web 
(e.g., ScienceDirect and other sites) regardless of whether or not these illustrations are reproduced in 
color in the printed version. For color reproduction in print, you will receive information 
regarding the costs from Elsevier after receipt of your accepted article. Please indicate your 
preference for color: in print or on the Web only. For further information on the preparation of 
electronic artwork, please see http://www.elsevier.com/artworkinstructions.  
Please note: Because of technical complications which can arise by converting color figures to 'gray 
scale' (for the printed version should you not opt for color in print) please submit in addition usable 
black and white versions of all the color illustrations.  
 
Figure captions  
Figures must be comprehensible without reference to the text. Ensure that each illustration has a 
caption. Supply captions separately, not attached to the figure. A caption should comprise a brief title 
(not on the figure itself) and a description of the illustration. Keep text in the illustrations themselves 
to a minimum but explain all symbols and abbreviations used in the caption. If analytical data are 
reported, replicate analyses must have been carries out. State the number of replications and provide 
standard error or other evidence of reliability of the data.  
 
Tables  
 
Number tables consecutively in accordance with their appearance in the text. Include a short but 
informative title. Provide the experimental conditions, as far as they are necessary for understanding. 
The reader should not have to refer to the text in order to understand the tables.  
Place footnotes to tables below the table body and indicate them with superscript lowercase letters. 
Avoid vertical rules. Be sparing in the use of tables and ensure that the data presented in tables do 
not duplicate results described elsewhere in the article.  
If analytical data are reported, replicate analyses must have been carried out. State the number of 
replications and give standard error or other evidence of reliability of data.  
Probabilities may be indicated by * P < 0.05, ** P < 0.01 and *** P < 0.001.  
 
References  
 
Citation in text  
Please ensure that every reference cited in the text is also present in the reference list (and vice 
versa). Any references cited in the abstract must be given in full. Unpublished results and personal 
communications are not recommended in the reference list, but may be mentioned in the text. If 
these references are included in the reference list they should follow the standard reference style of 
the journal and should include a substitution of the publication date with either 'Unpublished results' 
or 'Personal communication'. Citation of a reference as 'in press' implies that the item has been 
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accepted for publication.  
 
Web references  
As a minimum, the full URL should be given and the date when the reference was last accessed. Any 
further information, if known (DOI, author names, dates, reference to a source publication, etc.), 
should also be given. Web references can be listed separately (e.g., after the reference list) under a 
different heading if desired, or can be included in the reference list.  
 
References in a special issue  
Please ensure that the words 'this issue' are added to any references in the list (and any citations in 
the text) to other articles in the same Special Issue.  
 
Reference management software  
This journal has standard templates available in key reference management packages EndNote (
http://www.endnote.com/support/enstyles.asp) and Reference Manager (
 http://refman.com/support/rmstyles.asp). Using plug-ins to wordprocessing packages, authors only 
need to select the appropriate journal template when preparing their article and the list of references 
and citations to these will be formatted according to the journal style which is described below.  
 
Reference style  
Text: Citations in the text should follow the referencing style used by the American Psychological 
Association. You are referred to the Publication Manual of the American Psychological Association, 
Sixth Edition, ISBN 978-1-4338-0561-5, copies of which may be ordered from
 http://books.apa.org/books.cfm?id=4200067 or APA Order Dept., P.O.B. 2710, Hyattsville, MD 
20784, USA or APA, 3 Henrietta Street, London, WC3E 8LU, UK.  
List: references should be arranged first alphabetically and then further sorted chronologically if 
necessary. More than one reference from the same author(s) in the same year must be identified by 
the letters 'a', 'b', 'c', etc., placed after the year of publication.  
Examples:  
Reference to a journal publication:  
Van der Geer, J., Hanraads, J. A. J., & Lupton, R. A. (2010). The art of writing a scientific 
article. Journal of Scientific Communications, 163, 51–59.  
Reference to a book:  
Strunk, W., Jr., & White, E. B. (2000). The elements of style. (4th ed.). New York: Longman, 
(Chapter 4).  
Reference to a chapter in an edited book:  
Mettam, G. R., & Adams, L. B. (2009). How to prepare an electronic version of your article. In B. S. 
Jones, & R. Z. Smith (Eds.),Introduction to the electronic age (pp. 281–304). New York: E-Publishing 
Inc.  
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Video data  
 
Elsevier accepts video material and animation sequences to support and enhance your scientific 
research. Authors who have video or animation files that they wish to submit with their article are 
strongly encouraged to include these within the body of the article. This can be done in the same way 
as a figure or table by referring to the video or animation content and noting in the body text where 
it should be placed. All submitted files should be properly labeled so that they directly relate to the 
video file's content. In order to ensure that your video or animation material is directly usable, please 
provide the files in one of our recommended file formats with a preferred maximum size of 50 MB. 
Video and animation files supplied will be published online in the electronic version of your article in 
Elsevier Web products, including ScienceDirect:  http://www.sciencedirect.com. Please supply 
'stills' with your files: you can choose any frame from the video or animation or make a separate 
image. These will be used instead of standard icons and will personalize the link to your video data. 
For more detailed instructions please visit our video instruction pages 
at http://www.elsevier.com/artworkinstructions. Note: since video and animation cannot be 
embedded in the print version of the journal, please provide text for both the electronic and the print 
version for the portions of the article that refer to this content.  
 
Supplementary data  
 
Elsevier accepts electronic supplementary material to support and enhance your scientific research. 
Supplementary files offer the author additional possibilities to publish supporting applications, high-
resolution images, background datasets, sound clips and more. Supplementary files supplied will be 
published online alongside the electronic version of your article in Elsevier Web products, including 
ScienceDirect:  http://www.sciencedirect.com. In order to ensure that your submitted material is 
directly usable, please provide the data in one of our recommended file formats. Authors should 
submit the material in electronic format together with the article and supply a concise and descriptive 
caption for each file. For more detailed instructions please visit our artwork instruction pages 
athttp://www.elsevier.com/artworkinstructions.  
 
Submission checklist  
 
The following list will be useful during the final checking of an article prior to sending it to the journal 
for review. Please consult this Guide for Authors for further details of any item.  
Ensure that the following items are present:  
One author has been designated as the corresponding author with contact details:  
• E-mail address  
• Full postal address  
• Telephone and fax numbers  
All necessary files have been uploaded, and contain:  
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• Keywords  
• All figure captions  
• All tables (including title, description, footnotes)  
Further considerations  
• Manuscript has been 'spell-checked' and 'grammar-checked'  
• References are in the correct format for this journal  
• All references mentioned in the Reference list are cited in the text, and vice versa  
• Permission has been obtained for use of copyrighted material from other sources (including the 
Web)  
• Color figures are clearly marked as being intended for color reproduction on the Web (free of 
charge) and in print, or to be reproduced in color on the Web (free of charge) and in black-and-white 
in print  
• If only color on the Web is required, black-and-white versions of the figures are also supplied for 
printing purposes  
For any further information please visit our customer support site at  http://support.elsevier.com.  
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Conclusiones y recomendaciones 
Conclusiones 
 
Se demostró in vitro la capacidad inhibitoria del extracto etanólico de propóleos 
frente a bacterias patógenas comunes en alimentos. Se estableció la actividad 
inhibitoria para E. coli, Salmonella sp., S. aureus y Clostridium sp in vitro. 
 
In vivo la concentración utilizada de extracto de propóleos de 0.8mg/ml presentó   
actividad bacteriostática y no bactericida como se observó in vitro, ya que al 
utilizar un alimento con las características propias del chorizo, la sustancia 
bactericida se enfrenta a variables como son las proteínas y la grasa que pueden 
envolver y proteger los microorganismos exigiendo concentraciones y cantidades 
mayores de EEP. 
 
El extracto etanólico de propóleos demostró capacidad antioxidante similar a la 
del nitrito de sodio utilizado tradicionalmente como agente curante y preservante. 
Además demostró ser capaz de controlar la formación de bases volátiles de 
nitrógeno lo que se relaciona con el comportamiento del crecimiento microbiano 
en los chorizos. 
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Las características sensoriales de los chorizos preparados con el EEP son 
aceptadas por los consumidores, sin embargo el color es considerado como una 
característica por mejorar 
 
Recomendaciones 
Con el fin de complementar este trabajo se pueden realizar pruebas con chorizos 
contaminados de las bacterias patógenas con el fin de establecer la actividad 
antimicrobiana del extracto sobre concentraciones conocidas de dichas bacterias  
dentro la matriz cárnica. 
Se pueden utilizar concentraciones mayores del extracto para lograr la acción 
bactericida observada in vitro sobre la microbiota proveniente de las materias 
primas en chorizos sin inocular para lograr alargar la vida útil del producto. 
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